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^ @ Modifizlerte VP1/P2A Reglonen des rhlnoviralen Systems. 
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@ Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Systeme. die es ermoglichen. Mutationen in der VP1/2A und in 
der gesamtkodierenden Region der Protease 2A einzufUgen, Testsysteme, mit denen die "cis"- und "trans"- 
Aktivitat untersucht werden kdnnen, Oligonukleotide. die die Mutationen kodieren. sowie die hieraus abgeleiteten 
Oligopeptide und deren Verwendung. Weiterhin Oligopeptide, die von der Protease 2A in trans mit unterschiedli- 
cher Effizienz gespalten werden, sowie deren Verwendung. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Systeme, die es ermog lichen. Mutationen In der VP1/2A 

"ifnT- A.^-^^r'*^ t?"^^"."^^;"" "^^^ ^ eInzufOgen. Testsysteme. mit denen die "cis"- und 

frans -Aktivitet untersucht werden konnen, Oligonukfeotide. die die Mutationen kodleren. sowie die hieraus 
abgelerteten Oligopeptide und deren Verwendung. Weiterhin Oligopeptide, die von der Protease 2A in trans 

5 mit unterschiedlicher Effizienz gespalten werden, sowie deren Verwendung ^ 

Rhinoviren sind ss(+)RNA - Viren und reprasentieren eine Gattung innerhalb der Picornaviridae 
Cooper P- D et aL 1978, Intervirology 10. 165 - 180; MacNaughton, M. R . 1982, Current Top 11^? 
Immunol 97. 1 - 26) Sie sind weit verbreitet, befallen den oberen respiratorischen Trakt des Menschen und 
verursachen akute Infektronen. die zu Schnupfen. Husten. Heiserkeit etc. fOhren und allgemein als E^Z^ 
10 gen bezeichnet werden (Stott, E. J. und Killington. R. A.. 1972. Ann. Rev. Microbiol. 26. 503 - 52T) 
infektionen durch Rhinoviren zahlen zu den haufigsten Erkrankungen des Menschen. Die K^kheit veriaufl 
zwar meist harnilos. dennoch kommt es -bedingt durch eine vorUbergehende SchwSchung des Organis- 
mus- zu Sekundarinfektionen durch andere Viren oder Bakterien, die dann unter UmstSnden schwere 
Erkrankungen zur Folge haben. Von den insgesamt ca. 115 verschiedenen. bekannten Serotype" von 
15 humanen Rh.nov.ren s.nd bis jetzt 4 Serotypen (HRV IB. 2. 14 und 89) kloniert und komplett sequenziert 
worden: Deutsche Patentanmeldung P 35 05 148.5; Skern; T. et al.. 1985. Nucleic Acids Res 13 2111- 
2126.- DOchler. M. et al.. 1987. Proc. Natl. Acad. Sci. OSA 84, 2605 - 2609; Stanway. G et al. igsTNucI^^^^ 

' " - 

/^""l f".^"""®'®^ ^'""^'^^ ^y^®"" t'®' seiner Regulation des Infektionsablaufes dermaBen von einer 
kontromert l.rn.t.e,ten Proteolyse abhSngig, wie das der Picomaviridae. Die genomische einzelstrangige ( + )- 
RNA der Rh.nov.ren wird kurz nach der Infektion durch Abspaltung des an das 5'Ende gebundenen 
Ol.gopept.ds VPg modifiziert und dient als mRNA fOr die Synthese eines Polyproteins. das den gesam^en 
durchgehenden Leserahmen der NukleinsSuresequenz umfaBt (Butterworth. B. E., 1973 Viroloav 56 439 - 

on? "^^i;^ n- T'^ - 344; Mc Lean, C. et al.'. 1976. J Wol 19 

903 - 914). D.e reifen v.ralen Proteine entstehen ausschlieBlich durch proteolytische Spaltung aus d\es^ 
Polyprote.n wobe. d.e dabei wirksamen Proteasen selbst Bestandteil dieses Polyproteins sind. Der erste 
Schntt be. d.esem Prozessieren 1st die Abspaltung der Vorstufe der HOIIenproteine. die durch die Protease 
P2A vorgenommen wird. In der Reihenfolge der Gene liegt die Sequenz der Protease P2A unmittelbar 

3a h.rrter dem fOr die HOIIenproteine kodierenden Abschnitt. P2A ist somit aufgrund ihrer Lokallsation im 
Polyprotein d.e erste nachweisbare enzymatische Funktion des Virus. Sie spaltet sich selbst vom Precursor 
der Hulleriproteine ab und ist fOr die Trennung des Kapsidprecursors PI vom Rest des Polyproteins 
verantwortnch ("cs'-Aktivitat). Die Trennung der HOIIenproteinregion von dem fOr die Replikation verant- 
wortlichen Abschnitt findet bereits wahrend der Translation des Polyproteins statt. Bei Poliovirus kann diese 

35 primare Spaltung an der P1-P2 Region intemiolekular d.h. "in trans" von der reifen Protease 2A vorqenom- 
men werden (KrSusslich. H.-G. and Wimmer. E.. 1988. Ann. Rev. Biochem 57 701 - 754) 

n^SiT' ^Il"fr '^'^"^ "^^^ essentiell (Kompartimentierung von 

Rephkation und Virus-assembly). Bei Cardio- und Aphtovlren wird im Gegensatz zu den Polioviren diese 
Spaltung von der Protease 30 katalysiert (Krausslich. H.-G. and Wimmer. E., 1988, loc cit) Vom 

fo Pol^^ovirussystem weiB man, daB wahrscheinlich alle an dieser Reifungsspaltung betelligten Enzyme viral 
kodiert s.nd (Toyoda. H. et al., 1986. Cell, 45, 761-770). Im Poliovirus findet man drei Typen von 
Spaltsignalen; die am moisten venrtrendeten Q-G Stellen, welche von der viralen Protease P3C erkannt 
werden, und die Y-G Stelle. welche von P2A als Erkennungsslgnal verwendet wird. ZunSchst rUckte die 
Protease P3C in den Mittelpunkt des Interesses bei der AufklSrung des proteolytischen Processings von 

.5 P.cornav.ren Schon sehr frOh konnte eine der P3C aquivalente proteolytische AktivitSt in EMC beschrieben 
werden (Pelham. H. R. B. . 1978, Eur. J Biochem. 85. 457 - 461; Palmenberg A. C. et al.. 1979 J Virol 32 
770 - 778). Im Laufe weiterer Untersuchungen stellte sich heraus, daS das Leaderpeptid (L) von Cardio-'fe' 
B. EMCV) und Aphtoviren (z. B. FMDV). welches bei Rhino- und Enteroviren nicht vorhanden ist am 
proteolytischen Processing von EMCV beteiligt ist (Palmenberg. A. C. 1987. J. Cell Biochem 33 il9l 

" ■!>I^.? J" "^'^ Isolierung von Polio P3C und mit Hilfe von immunol^ischen 

Methoden geze.gt werden. dafl P3C sich selbst autokatalytisch aus dem Polyprotein herausschneidet urn 
dann in "ti-ans" alle potentiellen Q-G Spaltstellen anzugreifen. 

Der Einsatz von rekombinanten Systemen. die unter anderem die P3C-Region reprasentierlen. ermSq- 
hchte die Expression von P3C einiger Entero- und Rhinoviren (Werner. G. et al.. 1986 J Virol 57 1084 - 

5 1093) und die genaue Charakterisierung der P3C von Polio (Hanecak. R. et al.. 1984 Cell 37 1037'- 1073- 
Korant B. D. und Towatari, T.. 1986. Biomed. Biochim. Acta 45. 1529 - 1535) sowie di"r' aquivalenteri 
proteolytischen Funktion in FMDV (Klump. W. et al., 1984. ProrNatl. Acad. Sci. USA 81 3351 - 3355 
Burroughs. J. N. et al.. 1984. J. Virol. 50. 878 - 883). Durch "in vitro" MutagenesT^udien konnte 
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nachgewiesen werden, daB der Austausch der hoch konservierten Aminosauren Cystein (Positionsnummer 
47) und Histidin (Positionsnummer 161) in P3C von Polipvlrus zu einem inaktiven Enzym fuhrt. wahrend die 
Mutation des nicht konservierten Cysteins (Positionsnummer 153) keinen nennenswerten EinfluB auf die 
proteolytischiB Aktivitat von PoIio-P3C hat. Diese durch Oligonukleotide bewirkte Mutagenese vori rekombin- 

5 anten P3C und die zusatzlich durchgefUhrten Inhibitorstudien lassen den SchluB zu. daB Polio-P3C zu der 
Klasse der Cysteinproteasen gehort (Ivanoff, L. A. et al.. 1986. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 5392 - 5396). 
Ebenfalls durch "in vitro" Mutagenese von . Po!io-P3C (und zwar durch Austausch des konservierten Valin 
gegen Alanin in Position 54 der Protease) konnte gezeigt werden, daB diese Mutation in einer "full size" 
cDNA von Polio nach Transfektion in COS 1 Zellen zu einem Polymerase-defizlenten Virus fGhrt (Dewalt, P. 

10 G. und Semler. B. L, 1987.J. Virol. 61, 2162 - 2170), 

Antikorper. die gegen Polio-P3C entwickelt wurden, unterbanden zwar eindeutig samtliche ah OG 
durchgefUhrten Spaltungen, nicht aber die Spaltung zwischen Y-G (Hanecak. R. et al.. 1982. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 79. 3973 - 3977). Diese Beobachtung fuhrte zum SchluB, daB das proteolytische Processing 
an Y - G Stellen einer eigenen Protease bedarf. Der Sitz dieser zweiten proteolytischen Aktivitat konnte in 

15 Poliovirvs eindeutig P2A zugeordnet werden. Interessant war der Befund, daB P2A eine alternative Spaltung 
in der Protease-Polymeraseregion (3CD) durchfuhrt, welche ebenfalls an einer Y-G Stelle stattfindet und 
inaktive Enzyme 3C und 3D liefert. Diese Spaltung dient moglicherweise zur quantitativen Regulation der 
Enzyme 3C und 3D (Lee, C.K. und Wimmer, E., 1988. Virol.. 166, 1435-1441). 

Da es wahrend der Infektion mit Poliovirus In HeLa-Zelien sehr rasch zu einem Abschalten der Wirtsprotein- 

20 synthese kommt. die Translation der Poliovirus-RNA jedoch unbehindert ablaufen kann, nahm man an, daB 
ein Oder mehrere Regulationsfaktoren der Translation wahrend der Infektion verandert werden. Tatsachfich 
zeigen Befunde, dafl der eukaryontische Initiationsfaktor 4F durch proteolytische Spaltung der p220 
Komponente wahrend der Poliovirusinfektion in HeLa-Zellen verandert wird (Etchison, D. et al., 1984, J. 
Virol. 51^, 832 - 837; Etchison, D. et al., 1982, J. Biol. Chem. 257. 14806 - 14810). In der Folge konnte 

25 gezeigt werden. daB P2A indirekt fOr diese Modifikation von p220 in infizierten Zellen verantwortlich ist 
(Krausslich. H. G. et al.. 1987. J. Virol. 61, 2711 - 2718; Uoyd. R.E. et al. 1986. Virol.. 150. 299 - 303; Uoyd. 
R. E. et al.. 1987. J. Virol., 61, 2450 - 2488). Erst kGrzlich konnte gezeigt werden, daB in mit Rhinovirus 
infizierten Zellen ebenfalls der Abbau von p220 erfolgt (Krausslich. H.-G. unpublizierte Daten). Die Frage 
nach der "trans "-Aktivitat der Protease P2A konnte im Poliovirvssystem positiv beantwortet werden. indem 

30 durch Insertionen und Deletionen in P2A eine unprozessierte P1-P2 Region in E. coii exprimiert wurde, die 
von P2A aus mit Poliovirus infizierten Zellen (Nicklin, M. J. H., et aL. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1987, 84, 
4002 - 4006), P2A. das "in vitro" translatiert (Krausslich. H.-G. et al. 1987. J. Virol.. 61. 2711 - 2718) Oder in 
E. coll exprimiert wurde. oder mit einem gereinigten 2A Protein von Poliovirus (Konig, and Rosenwirth. B., 
1988. J. Virol., 62. 1243 - 1250) gespalten werden konnte. Durch GrpBmaBstab Produktion von rekpmbinan- 

35 ter Polio 3C in~E. coli und Reinigung dieser Protease, konnte die spezifische Spaltungseffizlenz bei 
Verwendung von nativen und synthetischen Substraten "in vitro" gezeigt werden (Nicklin, M.J.H. et al., 
1988. J. Virol.. 62. 4586 - 4593). 

Neben der "cis"-Aktivitat wurde im Rhinovirussystem auch eine "trans"-Aktivitat der Protease 2A durch 
spezifische Spaltung eines Peptidsubstrates. welches die native Spaltregion zwischen VPI und 2A reprM- 

40 sentiert, nachgewiesen (Sommergruber, W., et al.. 1989. Virol. 169. 68 - 77;). Weiter konnte durch Klonieren 
und Expression der Protease 3C von HRV14 in einem E. coli Maxizellsystem gezeigt werden. dafl Rhino 3C 
in rekombinanten Systemen proteolytisch aktiv ist, eine Vorstufe von 3G "in trans" fur die Freisetzung von 
3C verantwortlich ist und daB ZnCb spezifisch das Processing von 3C-Precursorformen inhibiert (Cheah, K. 
C. et al., 1988, Gene, 69, 265-274). Ferner konnte in E. coli Extrakten. die die Protease 3C von HRV14 

45 enthielten, die spezifische Spaltung eines Peptidsubstrates nachgewiesen werden (Libby, R.T. et al.. 1988. 
27.6262-6268). 

Die Protease 3C ist wie 2A in der Lage sich autokatalytlsch aus dem Polyprotein abzuspalten (Hanecak, R., 
et al.. 1984, loc. cit). Dabei wird die aminotemninale Spaltstelle deutlich gegenUber dem Carboxyende 
bevorzugt. Welters kann eine unterschiedliche Affinitat zu anderen Spaltstellen beobachtet werden. Zur 
50 Spaltung des Kapsidproteinvorlaufers PI in 1ABC und ID reicht 3C, die weitere Spaltung in 1AB und 1C 
erfordert den Komplex 3CD, die Protease mit der carboxyterminalen Replikase. In Poliovirus wird die 
Substratspezifitat der Protease 3C moglicherweise durch die Polymerase 3D Qber strukturelle Veranderun- 
gen moduliert (Jore, J., et al.. 1988, J. Gen. Virol.. 69. 1627 - 1636; YjDma-Wong. M. F.. et al., 1988, Virol.. 
166 , 265 - 270). 

55 Ein Vergleich der AminosSuresequenzen der einzelnen Protelne zeigt. daB die viralen Enzyme In 
besonderem MaBe konsen/iert sind. So betragt etwa die Homologie zwischen der Protease P2A von HRV89 
und HRV2 85%: bei der Protease P3C sind 75% der Aminosauren Identisch (DQchler. M. et al.. 1987, loc, 
cit.). Diese Werte liegen wesentlich Qber den durchschnittlich im Gesamtprotein beobachteten ProzentsSt- 
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zen. Man kann daher davon ausgehen, daB gerade die viralen Enzyme in der Evolution besonders out 
konserviert sind und in ihren Eigenschaften bei verschiedenen Rhinoviren sehr Mhnlich sind 

Sehr interessant sind auch die Befunde. daB zwei den picomaviralen Proteasen P3C und P2A Shnliche 

■ 7 A TZ^J"? fr^*" ""^^ ^^'"o^'ridae (Cowpea Mosaic Virus) gefunden wurden (Garcia. 

. J. A. et al.. 1987. Virology. 159. 67 - 75; Verver. J. et al.. 1987. EMBO. 6. 549 - 554). Diese beiden viralen 
Proteine smd proteolytischen Processing der beiden durch zwergetrennt verpackte ss (+)RnI" 
MolekOle (B und M RNA) kodierten Polyproteine beteiligt. wobei eine groBe iihnlichkeit der beiden Cow^a 
mosa.c-Proteasen in Sequenz und SpaHspezifitat zu den Picomaviren festzustellen ist Diese bemerke>«- 
werte Homok^.e yon nicht strukturellen Proteinen zwischen Picoma- und Comoviren welst nicht nur 2f 
!r f?.^"''^ yerwandtechaft zwischen diesen beiden Virusfamilien bin. sondem zeigt auch a^^ 
essentiell das virale proteolytische Processing fOr diese beiden Viaisfamilien ist 

Die dritte Art der viralen Reifungspaltung. nSmlich die von VPO (Vorlauferprotein von VP2 und VP4) 
konnte bei Mengo und Rhinovirus mit Hilfe von RQntgenstrukturdaten beschrieben werden. Dieses letzte 
proteolytische Ereignrs bei der viralen Maturation scheint auf einem ungewQhniichen autokatalytischen 

. Sermprotease Typ zu beruhen. bei v/elchem basische Gruppen der viralen RNA an der Ausbildung des 
kataiybschen Zentrums beteiligt sind, wobei diese basischen Gruppen als Protonenakzeptor funoieren 

1989 Nature. 709 - 716) gibt die Kristalistruktur allerdings keinen Hinweis auf efnen solchen 
Mechanismus bei Aphtoviren. 

Die Spaltstellen der viralen Proteasen wurden im Poliovirussystem durch N-terminales Sequenzieren 
der meisten Poliovirusproteine ermittelt (Pallansch, M. A. et al.. 1984. J. Virol.. 49. 873 - 880) Die Uae der 
Schnittstenen von HRV2 zwis^ VP4A/P2. VP2/VP3 sowie VP3A^P1 konnte dirch N-term nales Sequen- 
zieren yon VP2. VP3 und VP1 bestimmt werden. Das Spaltsignal zwischen VP1 und P2A wurde eineLite 
durch C-terminales Sequenzieren von VP1 (Kowalski. H. et al.. 1987. d. Gen. Virol 86 3197 - 3200) 
andererseits durch N-terminale Sequenzanalyse von P2A bestimmt (Sommergruber. W.Tit al. 1989 loc 
cit.)_ AuBerdem konnten durch das Klonieren und Sequenzieren von HRV2 (Skern. T. et al 1985 Nucleic 
o iL n ■' Tt" ,^.^^^"2^26> 3" "^'^ Sequenzvergleichen mit Poliovirus und HRV14 die meisten 
SpaltsteHen abgeleitet werden. So konnten in HRV2 fOnf verschiedene Spaltsignale gefunden werden: Q-S 
vJ-iN, A-V3 una E-S. ' 

Cysteinproteasen sind in der Natur weit verbreitet (z. B. Papain. Cathepsin B. H und S) und ihre 
CharaWerisierung und Inhibierung ist von groflem wissenschaftllchen und therapeutischen Wert (zur Ober- 
sicht siehe Turk. V.. 1986. Cysteine Proteinases and their Inhibitors, Walter de Gruyter; Barrett. A. J und 
Salvesen, G.. 1986. Proteinase Inhibitors. Elsevier). 

Die generelle Bedeutung der fnhibierung von viral kodierten Proteasen wurde nicht zuletzt durch Arbeiten 
mit der Protease des humanen Immundefizienz Virus 1 (HIV I) wieder in den Blickpunkt von moglichen 
antiviralen Therapieansdtzen gertickt. Durch Deletions- und Punktmutationen in der Proteaseregion dieser 
H°"/S®!T[®" ■'T"*® '^^ essentielle Rolle der Protease bei der Reifung dieser Virenklasse erkannt 
^T^'^n A • f - 1988. Proc. Natl. Acad. Sci. USA S 

mn^ ; , K \ - 9°^>- RQntgenstrukturanalysen uTd 

molekularbiologische Studien konnte welters gezeigt werden. daB die Protease von HIV I dem Asd-Tvd 
angehort. sich selbst am Vorlauferprotein prozessleren kann (auch in rekombinanten prokaryontischen 
Systennen . in trans spezifisch Peptide spalten kann und als aktive Protease in einer homodimeren Form 
vorliegt (Navia. M. A. et al., 1989, Nature, 337, 615 - 620; Meek, T.D.. et al., 1989. Proc Natl Acad Sci 
USA.86.1841 -1845; Katoh. Let al.. 1985.1^. cit.). Kroc. Natl. Acad. Sci. 

Auch im picomaviralen System sind derzeit verschiedenste anorganische und organische Verbindun- 
gen. sowie Peptidderivate und Proteine bekannt. die eine inhibitorische Wirkung auf das proteolytische 
Processing dieser Viren besitzen. Der Effekt dieser Substanzen beruht auf der direkten Wechselwirkung mit 
den Proteasen (Kettner. C. A. et al.. 1987. US Patent Nr.: 4,652,552; Korant, B. D. et al.. 1986 J Cell 
Biochem. 32. 91 -95) und/oder auf dem indirekten Weg der Wechselwirkung mit Substraten dieser 
Proteasen (Geist. F. C. et al.. 1987, Antimicrob. Agents Chemother. 31. 622 - 624; Perrin. D. D. und StUnzi 
H. 1984. Viral Chemotherapy 1. 288 - 189). Das Problem bei den meisten dieser Substanzen ist die relatiJ 
hohe Konzentraton, die zur Inhibierung notig ist und die zum Teil groBe Toxizitat dieser Verbindungen 

Wie bereits dargelegt wurde. ist der Infektionsablauf durch Picomaviren entscheidend von den viralen 
Enzymen abhangig. Da gerade diese Enzyme besonders gut konserviert und in ihren Eigenschaften bei 
verschiedenen Rhinoviren sehr Mhnlich sind, bieten sie sich geradezu als Ziel eines chemotherapeutischen 
Eingriffs an wie z. B. das virale Enzym P2A. Der chemotherapeutische Ansatz ist die Inhibierung der 
enzymabschen Aktivitat durch spezifische Inhibitoren. 
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Inhibiert man die erste proteolytische Aktivitat. die P2A-Aktivitat. so unterbindet man jeden weiteren 
ReifungsprozeB des viralen Systems. Auf Grund der ausgepragten Homologie der P2A-Region von HRV2 
nicht nur zu anderen Rhinoviren, sondern auch zu Vertreterh anderer Gruppen der Picomaviridae (unpubli- 
zierte Daten A. Palmenberg). ist es durchaus denkbar. daB ein Inhibitor gegen HRV2-P2A auch auf andere 
Picornaviren anwendbar ist. 

Ein Testsystem fUr Inhibltoren der ersten proteolytischen Aktivitat konnte etabliert werden (Sommergru- 

ber. W. et a!., Ice. cit.). 

Durch dieses System konnte gezeigt werden. daB: 

- das Polypeptid 2A von HRV2 eine Protease ist, welche bei Expression als Substratenzym in E. coll 
bestehend aus einem Fusionsanteil der MS2 Polymerase (98 Aminosauren), der Region fOr das virale 
HQllenprotein VP1 und der Protease .2A seinen eigenen N-Terminus erkennt und sich vom Precursor 
abspaltet; 

- E. coll Extrakte. welche die aktive Protease 2A enthalten. spezifisch ein 16 AminosSuren langes 
Peptid. das die native Spaltregion zwischen PI und P2 in symmetrischer Art darstellt. spalten konnen; 

- durch Deletion der letzten 10 Oterminalen Aminosauren der Protease 2A. die proteolytische Funktion 
zerstort wird; 

- durch Austausch des hochkonservlerten Arg 134 gegen Gin Im C-Terminus von 2A ebenfalls die 
proteolytische Funktion unterbunden wird; 

- Deletions- und Mutationsstudien im vermutlich aktiven Zentrum von 2A die proteolytische Aktivitat 
inhibieren. 

Experimentelle Daten Qber den katalytischen Mechanismus von Poliovirus 3C zeigten. daB die Protease 
3C durch Inhibitoren fOr Thiolproteasen wie z.B. N-Ethylmaleimid oder Jodacetamid biockiert werden 
konnen (Pelham, H.R.B.. 1978. Eur. J. Biochem., 85. 457 - 462). Auf Grund von Vergleichen der 3C 
Sequenzen von Picomaviren (Argos. P.. et al.. 1984. Nucleic Acids Res.. 12. 7251 - 7267) und Punktmuta- 
tionsexperimenten (Ivanoff.L.. et al., 1986. loc. cit.) wurde ein Cystein-Histidin Paar als vermutetes aktives 
Zentrum fGr die Cysteinprotease definiert. 

Durch Vergleich mit anderen Picomaviren und weiteren Inhibitprstudien (Parks. G.D., et a!.. 1986, J. 
Virol., 60. 376 - 384; Konig. H. und Rosenwirth. B., 1988. J. Virol.. 62. 1243 - 1250) sowie direkte 
MutageTiese des vermuteten aktiven Zentrums der Protease 2A von HRV2 (Sommergruber, W.. et al.. 1989, 
ViroL. 169. 68 - 77) ist es sehr wahrscheinlich. daB auch 2A ein Cystein als Nukleophil besitzt. Ein 
Austausch des Cysteins 106 von HRV2-2A gegen ein Serin im vermuteten aktiven Zentrum des Enzyms 
zerstort die Aktivitat (Sommergruber. W. et al.. loc. cit). 

Ein Vergleich der letzten 50 Aminosauren mit dem aktiven Zentrum von 2A mit der SWISSPROT 
Sequenzdatenbank ergibt groBe Ahnlichkeiten des 2A Proteins mit Serinproteasen und nicht mit Cysteinpro- 
teasen. Das Cystein agiert offenbar im aktiven Zentrum einer Serinprotease. Der Austausch des Serins 
durch ein Cystein in Subtilisin (Philipp. M., et al.. 1971. Methods in Enzymology, 19. "Proteolytic Enzymes", 
Colowick, S.P. and Kaplan. N. O.) zum Thiosubtilisin durch chemische Modifikation erhalt die Esteraseaktivl- 
tm. bei Trypsin wird durch gerichtete Mutagenese des Serins in ein Cystein die Aktivitat um einen Faktor 
100 000 gesenkt (Higaki. J. N.. et al.. 1987. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol.. 52, 615 - 621). 

Zu einem ahnlichen Ergebnis, wenn auch weniger signifikant. fOhrt ein Vergleich des 3C Proteins mit 
anderen Proteasen (Gorbalenya. A. E. et al.. 1986. FEES Lett.. 194. 253 -257). Es wird sogar ein 
gemeinsamer Vorlaufer fUr Serin- und Cysteinproteasen postuliert. dem die viralen Proteasen noch sehr 
ahnlich sind (Gorbalenya. A. E.. et al.. 1989. FEBS Lett.. 243. 103 - 114). Eine klare Unterscheidung 
zwischen den beiden viralen Proteasen 2A und 3C treffen Bazan und Fletterick. Sie finden starke 
Strukturhomologle der 3C verschiedener Picornaviren und verwandter Pflanzenviren mit der Chymotrypsin- 
familie der Serinproteasen bei Vergleich von Kristallstrukturen von Chymotrypsin mit Sekundarstrukturvor- 
hersagen der viralen Enzyme. Die fQr die Stnjktur entscheidenden ^-Faltblattkonformationen sind konser- 
viert, Insertionen und Deletionen treten nur in den verbindenden Schleifen auf (Bazan. J. F. und Fletterick. 
R. j!, 1988. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85, 7872 - 7876). Das Protein 2A weist strukturelle Gemeinsamkei- 
ten rnit der Subtilisinfamilie der Serinproteasen auf. Auf Grund dieser Vergleiche bilden wahrscheinlich die 
Aminosauren His 18, Asp 35 und Cys 106 das aktive Zentrum von HRV2-2A. 

Die Proteine mit der hochsten Ahnlichkeit mit den letzten 50 Aminosauren von 2A waren: Thaumatin I 
und II von "Thaumatococcus daniellii Benth". der Frucht einer einkeimblattrigen westafrikanischen Busch- 
pflanze (Van der Wei. H., 1972, FEBS Lett., 21, 88 - 90; Iyengar. R. B., et al., 1979, Eur. J. Biochem.. 90, 
195 - 204). von denen in der Literatur ihre auBerordentliche SUBkraft bekannt ist. Bei der Reinigung eines 
venwandten Proteins. Monellin, wird eine proteolytische Aktivitat beschrieben (Monis, J. A. und Cagan, R. 
H.. 1972. Biochem. Biophys. Acta. 261, 114-122; Van der Wei, H.. 1972. Europ. J. Biochem.. 31. 221 - 
225). die'mSglichen^eise integraler Bestandteil dieser sOBen Proteine ist. Vor kurzem wurde die ausgeprag- 
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t27*'"^Tt^rZJ''°'^'"^ n.it einem Proteaseinhibitor beschrieben (Richardson. M.. et al.. 1987 Nature 

d,e Fun^^or, ernes Protemaseinhibitors bzw. einer Protease (Comelissen. B. J. C. et elZ^X^T^. 
Eine Aufgabe der vorliegenden Erfiridung bestand darin, Systeme bereteustellen die es ermoollch^n 

Beibehaltung der nativen AminosSuresequenz singulare Signalsequenzen fOr Restri Jonrnzv^a dfi 
m.t HH^e von synthetischen doppelstrSngigen Oiigonukleotiden eingebracht warden Es3en d^^^^^^ 

ste,,errjt-^ir.=^ 

die <nS— e >JSS^^^^^^^^ - ™n. 

eingefOhrten Mutationen auf die "cis'-AMivitat direrbrrnmV:lrn '^^^^^^^^^ 

Auswirkungen dieser Mutationen auf die "trans "-Aktivitat bestimmt werden ^'e'crize>t>9 konnen die 

Die Mutationen der P, Position der Spaltstelle der Protease 2A von HRV2 (im folaenden HRV2 pa 
Si ZZ^T'^' B<pressionsveKtorsysten, pEx18521 oder .eJT.'TS"^^. 

zu efnri" yT/a''''-^ ""^2 gegen ein Tyrosin ausgetauscht. Diese Mutation fOhrt 

lOfl^ Ic'^T^^"''®"^'' ^" "^^^ 2A-Spaltstelle. wie sie in Poliovirus vorkommt (Toyoda H et ai 
ve^;n?J 'S SL7°^- ^'"^ "^y^^ entha.tendes Pstl/Hindlll Frag^lT^^^e^ 

verwendet das Wildtypfragment von pEx18521 zu erseUen. Das pEx2A/21 wurde dazu verwendet um mS 
^^uZe^SZ ^"^'^"" Oiigonukleotiden (siehe Rg. 1) weitere Mutationen in und um dTe IpSel 
emzufUhren Dabe reprasentoert z. B. ein doppelstrSngiges Oligonukleotid jene AminosSuren in PoTwon 
Pi -« und P, wie s.e im Serotyp HRV89 vorgefunden werden (siehe Rg 1) 

Konstruktionen. die die AminosSuren Giutamin. Leucin. Methionin, Phenylalanin und Tyrosin an der P. 
Pos.t.on aufweisen. wurden ebenso effizlent gespalten wie der Wildtyp. wJaus derPeWen di Banden 
des ungespaltenen Materials bei 65Kd (im Fall der Tyrosinmutation bei 75Kd) hervorgeht Die MmSfe " 

Verwendung der Val.n enthaltenden Konstruktion wurde 25% des induzierten Proteins nicS proSiie^^^ 
befindet s.ch e<n Isolerncinrest an dieser Stelle. so wurde sogar 50% des induziein MateSHiS; 
gespalten. Eine deutliche Reduktion der Spalteffizienz findet man auch berJemtdunrdeter^^^^ 
Am^osauren .n Position P, . und P,'-.' wie sie im Serotyp HRV89 vorgefunden werXn ta 6^?S% des 
induzierten Proteins wird nicht prozessiert). vv-a. ^u/o aes 

in ^5"^!Z""^-['^^!^"'^J^ ""^ Aminosauren Isoleucin und Valin offensichtlich nicht sehr out 

? H 7 ^^'T '^^^ """"^'^ ^'^^ "-^^^ bemerkenswerter. als Valln jene A^. niaure Z 

Z Sn" ""^'^ ""''^ '^e9"«=herweise stSrt die Methylgmppe d^sTc-Atoms' 

vZZT^'^^'T i^l^*^"^" ^^"t^"'"^ bzw. eine zur proteolytischen Spaltung notwendige SrukU^°e^e 
Veranderung des Substrates. Es ist daher anzunehmen. daB Unterschiede in den Strukturen dTSen 
Zentren der 2A zwischen den Serotypen HRV2 und HRV89 bestehen oiruKiuren aer aktiven 

DO am TcZn^^ZSLT'T^' Threoninrest ausgetauscht. da Threonin eine Hydroxylgrup- 

%UT ^ Expressionsprodukt der Konstruktion mit dem AIa->Thr Austausch an der P^ 

f.^nL ^'!?'*f ""^ Hydroxylgruppe am ^-C-Atom ist offensichtlich im Gegensab zuTmX 1 

gruppe von Valm und Isoleucin nicht grofi genug. um die Spalteffizienz zu beeinflussen ^ 
unJ^oh ^'"T von Mutationen an den P,'. P^'. p,- und Ps'-Stellen auf die Spalteffizienz zu 
einolS ; ""^ "^^^ <^«^9«^«'«en Oligonukleotide in die jewel gen Steilen 

"^T"- ""^ AminosSuren Tryptophan. Lysin. Threonin und GlutaminsSure der P," 
Stelle aufweisen. wurden nicht gespalten. was aus dem Fehlen der dem gespaltenen Materi^ ent^re^hrn 
enden Bande be 50kd hervorgeht. Eine Konstruktion. in der das Glycin an Ser P, ' Ste^rdlS^^^^^^^^ 
war. wurde ebenfalls nicht gespalten. Aus diesen Ergebnissen kann abgeleitet werden. dafl im Gegensab 
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2u der Pi Stelle, Anderungen in der Pi' Stelle zu einem Polypeptid fOhren, das nicht gespalten werden 
kann. Die Konstajktion. die eine Deletion des Prolinrestes an der P2' Stelle besitzt, wurde nicht gespalten. 
Der Austausch des Valinrestes an der Ps' Stelle durch Asparaginsaure fGhrte zu einer 30% Reduktion der 
Spalteffizienz, mit Threonin wurde hingegen die Effizienz nicht beeinfluBt. Die Anwesenheit eines Threonin- 

5 restes an der P** Stelle zeigte auch keinerlei EinfluB auf die \/Virkung der HRV2-2A Protease. Diese 
Ergebnisse deuten darauf hin, daB die negative Ladung der Asparaginsaure an der P*' Stelle nicht 
essentiell fUr die ProteaseaktivitMt ist, daB aber eine negative Ladung an der P9' Stelle die proteolytlsche 
Spaltung beeintrachtigt. Ein Valin/Threonin Austausch an der Pa' Stelle beeinfluBt die Aktivitat nicht 

Desweiteren wurde dieses System verwendet urn den EinfluB der Sequenz zwischen Pr und Pa' auf 

10 die proteolytische Aktivitat von HRV2-2A zu untersuchen. AIs Ausgangsbasis dienten die natOrlichen 
Sequenzen, die in HRV14 und Poliovirus vorkommen (die Sequenzen von Poliovirus Serotyp 1, 2 und 3 
(Sabin-Stamme) sind in dieser Region identisch). Die Sequenzen far die Mutagenese sind In Figur 22 
gezeigt Zu erkennen ist eine sehr grosse Variabilitat in dieser Region; untersucht werden sollte daher, ob 
die HRV2-2A solche Spaltstellen erkennen kann. Das exprimierte Protein der Konstruktion mit der Pr - Pa' 

15 (P2' Leu -> Pro) Sequenz von HRV14 wurde nicht prozessiert. Eine Spaltung des exprimierten Proteins 
wurde weder in der Konstruktion beobachtet. die die Pi' - Pa* Sequenz von Poliovirus besitzt. noch in einer 
sehr ahnlichen Konstruktion, die eine Variante der Pi' - Pa' Poliosequenz darstellt( P4' His -> Met Pb' Asn 
-> Tyr). 

Wie gezeigt werden konnte, wird das exprimierte Protein einer Konstruktion mit Valin an der Pi Stelle 
20 Oder mit jenen Aminosauren, die zwischen Pi-4/Pi'-+'in HRV89 zu finden sind. nur zu 50% gespalten 
(Beispiel 6). Dieser Befund wurde durch den Austausch von Aminosauren an weiteren Positionen des 
Spaltsignals ausgedehnt. um den EinfluB der einzelnen Aminosauren in dieser Region zu untersuchen. Ein 
Vergleich der Aminosauresequenzen der beiden HRV-Serotypen ist In Rgur 23 zu sehen. Aus der Spaltung 
der exprimierten Proteine geht klar hervor. daB die Protease HRV2-2A jene Spaltstellen, die die AminosMu- 
25 ren von HRV89 aufweisen, nicht gut erkennen kann. HierfUr verantwortlich ist zur Hauptsache die Anwesen- 
heit von Valin an der Pi Stelle, wie aus dem Unterschied der Mutationen HRV89 P2-5 und Pi -5 zu ersehen 
ist. Zum Beispiel ist eine Reduktion der Spaltung um 30% durch den Alanin -> Valin Austausch zu sehen. 
Um dieses Ergebnis zu untermauem. wurde jene Sequenz eingebaut, die der der Spaltstellenregion des 
humanen Rhinovirus Serotyp 1 B entspricht: 

30 

Arg- Pro- lie- Ile-Thr-Thr-Ala-Gly- Pro- Ser- Asp-Met -Tyr- Val- 
His-Val gegen 

35 

Arg-Ala-Ser-Met-Lys-Thr-Val-Gly-Pro-Ser-Asp-Leu-Tyr-Val- 
His-Val, 

40 

Die Sequenz hat an der Pi Stelle einen Valinrest; das Expressionsprodukt wurde nur zu 65% gespalten, wie 
in Figur 26 zu sehen ist. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher auch Oligonukleotide, die fOr eine modifizierte 
VP1/P2A Region kodieren, wobei die Modifikationen bevorzugt an der Spaltstelle Oder in der Spaltregion 

45 der Protease 2A vorliegen und die "cis-'Aktivitat t)eeinflussen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch die von den Oligonukleotiden abgeleiteten Oligopep- 
tide; Oligopeptide, die Mutationen aufweisen, die nicht gut in das aktive Zentrum der Protease 2A passen. 
Bevorzugte Mutationen sind die Aminosauren Valin oder Isoleucin an der PI -Stelle und Val-Thr-Asn-Val- 
Gly-Pro-Ser-Ser an der Pi-4/Pi'-4'-Stelle. Auch die hiervon abgeleiteten Peptidomimetika. die beispielswei- 

50 se Etherbindungen aufweisen, Peptide die mit Marker versehen sind oder beispielsweise D-Aminosauren 
aufweisen, sind Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Besonders geeignet sind diese Verbindungen als 
Leitsubstanzen bei der Wirkstoffindung zur Beeinflussung der "cis"-Aktivitat der Protease 2A, insbesondere 
als Leitsubstanzen fOr Inhibitoren. Hergestellt werden konnen die Oligopeptide nach an sich bekannten 
Verfahren. wie zum Beispiel der "solid phase"- Methode nach Merrifield. Die Herstellung der von Oligopep- 

55 tiden abgeleiteten Peptidomimetika ist dem Fachmann an sich bekannt. Beispielhaft verwiesen sei auf die 
Literaturstelle J.-L. Fauchfere. Advances in Drug Research. Vol. 15 (1986). Seite 29-69. 

Um zu zeigen. daB auch das 2A Gen von HRV89 (EPA 261 403) fQr eine Protease kodiert. wurde eine 
DNA Konstruktion hergestellt, in der ein DNA Fragment, das der Region des 2A Gens entspricht, an das fOr 
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das HRV2-VP1 kodierende DNA Fragment gebunden wurde. Nach Expression dieses Hybrids im pEx 
System kann aus der Lange des Fusionsproteins darauf geschlossen werden, ob das 2A Protein von 
HRV89 als Protease fungiert. Die Unterschiede im 2A Gen zwischen HRV2 und HRV89 sind in Figur 28 zu 
sehen. Zwei Mutanten wurden auBerdem konstrulert, urn den Einflufi einzelner Aminosauren auf die 
5 Spatteffizienz zu prDfen. 

Die Analyse der Expressionsprodukte der drei Konstruktionen mit der HRV89-2A 1st in Rgur 31 zu 
sehen. Das Fusionsprotein der Mutante. die die HRV2 Spaltstelle (pEx2A/S2/89) besltzt, wird fast vollstandig 
gespalten; das HRV89-2A Enzym kann daher die HRV2 Spaltstelle genauso effizient wie das HRV2-2A 
Enzym erkennen. Das ungespaltene Produkt wandert bei der Konstruktion mit dem HRV89-2A etwas 

10 langsamer. obwohl die beiden 2A-Proteine die gieiche Zahl an Aminosauren besitzen. M5glicherweise 
haben die 13 Unterschiede in der Aminosauresequenz einen EinfluB auf die Mobilitat des 2A Polypeptids. 
Die Interpretation der Ergebnisse mit den anderen zwei Konstruktionen mit der HRV89-2A (pEx2A/S89/89 
und pEx2A/S89V89) wurde dadurch erschwert, daB zusStzlich zu den en^rarteten 65kD und 50kD Produkten 
zwei andere Banden mit Molekulargewichten von 62kD und 60kD gefunden wurden. Eine genauere 

75 OberprUfung der Banden von der Mutante pEx2A/S2/89 mit der HRV2 Spaltstelle zelgte, daS diese Banden 
auch be! dieser Konstruktion vorhanden waren. Diese Banden wurden nicht von anti-PC20 erkannt und 
besitzen daher nicht das C-terminale Ende vom 2A Protein; es scheint daher moglich. daB die Banden 
durch ein Pausieren der Ribosomen oder einen Kettenabbruch in der Region vor dem C-Terminus des 
Polypeptids verursacht wurde. Obwohl es nur vier Unterschiede in dieser Region zwischen den 2A 

20 Polypeptiden des HRV2 und des HRV89 auf der Proteinebene gibt, ist die "Codon-Usage" sehr verschie- 
den. Die Analyse der Expressionsprodukte von der Intermediarkonstruktion pEx2A/S89"/C89 zeigte auch ein 
etwas groBeres, ungespaltenes Produkt und die Anwesenheit von zwei zusMtzlichen Banden, was darauf 
hinweist. dafi die Grunde dafUr mit dem Bereich der letzten 20 Aminosauren in Zusammenhang stehen. 
Trotz der Anwesenheit der zwei zusatzlichen Banden ist es offensichtlich, daB in dem hier beschriebe- 

25 nen Expressionssystem die HRV8^2A die HRV2-2A Spaltstelle besser erkennen kann als ihre eigene, was 
durch den hoheren Anteil an ungespaltenem Produkt bei den Konstruktionen pEx2A/S89V89 und 
pEx2A/S89/89 zu erkennen ist. Offenbar Ist dabei die Anwesenheit von Alanin an der Pi Stelle fOr die 
Spaltung durch HRV2-2A ausschlaggebend. Bei der HRV89-2A ist hingegen die Situation etwas anders: das 
HRV89-2A Enzym scheint seine eigene Spaltstelle nicht besonders gut zu erkennen. Es ist m5glich, daB in 

30 vivo Teile vom 2B fur die Aktivitat von HRV89-2A notwendig sind, moglicherweise haben sie einen EinfluB 
auf die Konformation des 2A- Polypeptids. Auch die Konformation der Kapsidproteine von HRV89 konnte 
eine Rolle bei der Spaltung spielen. Denkbar ware es. daB der langsamen Spaltung eine biologlsche 
Funktion z. B. bei der Virusreplikation zukommt. ist es doch eine Tatsache, daB der HRV89 Serotyp deutiich 
langsamer wachst als der HRV2 Serotyp. 

35 Wie bereits erwahnt, ist die P2A des Poliovirussystems dafOr verantwortlich, daB ein oder mehrere 
Regulationsfaktoren der Translation der Wirtszelle wahrend der Infektion verandert werden. Diese Befunde 
lessen sich auch auf das rhinovirale System Obertragen (Etchison. D., Foud. S. (1985) J. Virol. 54. S. 634- 
638). Die fGr diese Veranderung der Regulationsverfahren verantwortliche "trans- "Aktivitat der P2A lieB sich 
im Rhinovirussystem fUr die Protease 2A nachweisen. 

40 Die Beeinflussung Oder Inhibierung dieses Prozesses wOrde einen therapeutisch positiven, wenn auch 
untergeordneten Effekt auf das virale Geschehen ausuben. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand daher darin, die fur die "trans "-Aktivitat 
erforderlichen Parameter zu ermitteln. 

Gelost wurde diese Aufgabe durch die Bereitstellung verschiedener Peptidsubstrate und die Ermittlung 

45 verschiedener Inkubationsbedindungen. 

Die Versuche zeigen. dafi die Spalteffizienz der HRV2-2A in trans wesentlich von der LSnge des 
verwendeten Spaltpeptids abhangt und die Spaltspezifitat weniger durch das Spaltsignal selbst determiniert 
ist. als vieimehr die Aminosauresequenz der Spaltregion einen wesentlichen EinfluB auf die "Erkennbarkeit" 
einer Spaltstelle ausQbt. 

50 Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher auch Oligopeptide, die von der Protease 2A mit 
unterschledlicher Effizienz gespalten werden. Besonders bevorzugt solche Oligopeptide, die zumindest fUnf 
Aminosauren der C-terminalen Region von VP1 und acht Aminosauren vom N-Terminus der Protease 2A 
Oder jeweils sechs Aminosauren aus diesen Regionen aufweisen. Sie konnen auf ihre Eignung als 
kompetitive Inhibitoren der"trans"-Aktlvitat untersucht werden und gegebenenfalls therapeutisch bei rhinovi- 

55 ralen Infektionen eingesetzt werden. Besonders geeignet sind diese Verbindungen jedoch als Leitsubstan- 
zen bei der Wirkstoffindung zur Beeinflussung der "trans "-Aktivitat der Protease 2A, insbesondere als 
Leitsubstanzen fur Inhibitoren. Hergestellt werden konnen die Oligopeptide nach an sich bekannten 
Verfahren. wie zum Beispiel der "solid phase"- Methode nach Merrifield. 
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Die vorliegenden Ergebnisse geben wertvolle Anhaltspunkte fOr die Struktur/Wirkungs-bezogene Suche 
nach Wirkstoffen, die die "cis"- und/oder "trans "-Aktivitat der rhinoviralen Proteasen therapeutisch wirksam 
beeinfiussen. 

Bel der Austestung von verschiedenen Inkubationsbedingungen koniite gezeigt werden, daB in Anwe- 
5 senheit von 2,5 M NaCI im "trans "-Aktivitatspuffer (siehe Tab. 1) eine vollstandige Spaltung des Peptidsub- 
strats durch HRV2-2A erfolgt und keinerlei unspezifischer Abbau der Peptidsubstrate und deren Spaltpro- 
dukte mehr eintritt (gezeigt am Beispiel der Transspaltung von Peptid K; siehe Rg. 8). Drei GrUnde konnen 
fUr diesen Salzeffekt angefGlirt werden: 

a) Beeinflussung der Loslichkeit bzw. Stabilisierung der Peptidsubstrate, deren Spaltprodukte und der 
10 HRV2-2A im Zellextrakt durch hohe Salzkonzentrationen. 

b) UnterdrOckung des unspezifischen Abbaus der Peptide, deren Spaitprodukte und der HRV2-2A durch 
Inhibition der wirtszellspezifischen E. coli Proteasen im Zellextrakt. 

c) FSrderung einer geeigneten Struktur der HRV2-2A, die die "trans"-Aktivitat begOnstigt bzw. die 
Substratbindung erleichtert. 

75 Zur weiteren Charakterisierung der HRV2-2A wurde der EinfluB verschiedener Detergentien, Losungs- 
und Denaturierungsmittel auf die Effizienz der "trans"-Aktivitat von HRV2-2A untersucht. Dabel stellte sich 
heraus. daB samtliche verwendeten Detergentien und sogar Glycerin einen drastisch negativen EinfluB auf 
die "trans "-Aktivitat von HRV2-2A ausuben (Tab. 1). Selbst bei niedrlgsten VerdUnnungsstufen wurde -mit 
Ausnahme von DMSO- eIne 30%-ige Inhibierung festgestellt. Substanzen wie Ammoniumsulfat, Guanidini- 

20 um-Hydrochlorid und Hamstoff zeigten dagegen einen vergleichsweise wesentlich geringeren EinfluB auf die 
"trans"-Aktivitat. Die Verwendung von hohen lonenstarken inhibierte die "trans"-Aktivitat nicht. sondem 
fuhrte im Gegenteil zu einer erhohten Effizienz der "trans"-Aktivitat (100% Spaltung des Peptidsubstrats, 
UnterdrOckung des unspezifischen Abbaus der Peptidspaltprodukte usw.). 

Diese Ergebnisse konnen erste Hinweise Ober den Mechanismus der "trans "-Aktivitat von HRV2-2A geben 
25 und eriauben eine Aussage uber eine mogliche strukturelle Beschaffenheit der Protease 2A wahrend der 
Spaltung von Peptiden in trans . 

- Einerseits ist bekannt, daB die Anwesenheit von hohen Salzkonzentrationen (2.5 M NaCI) die 
Ausbildung von nicht-monomeren Strukturen (z.B. dimeren Strukturen) begUnstigt, 

- andererseits aber verhindern milde Detergentien diese Struktur (z.B. Tween. NP40, Glycerin usw.) was 
30 sich wie im oben gezeigten Fall in der Reduktion der "trans"-Aktivitat auBert. 

Die Moglichkelt, daS die HRV2-2A in einer multimeren Form vorliegt wird durch die Tatsache 
untermauert, daB bei einer Auftrennung von HRV2-2A enthaltenden E. coli Zellextrakten auf einem nicht- 
denaturierenden Proteingel und anschlieBendem Immunblot mit anti-PC20 die Protease nur mehr in einer 
hohermolekularen, ihrer dimeren Form entsprechenden molekularen Masse nachgewiesen werden kann 
35 (siehe Rg. 9). 

Wie durch Deletionsstudien und in vitro Mutagenese des C-terminalen Endes der Protease 2A bereits 
gezeigt werden konnte. ist diese Region fur die "cis"-Aktivitat essentiell (Sommergruber, W. et al., loc. cit.). 
Anti-PC20. ein polyklonales Antiserum, das gegen die letzten 20 Aminosauren der nativen Protease 2A 
gerichtet ist. Qbt jedoch keinen EinfluB auf die "trans"-AktivitMt von 2A aus. Dies bedeutet. daB: 
40 a) entweder der C-Terminus von HRV2-2A fUr die "trans "-Aktivitat nicht essentiell ist oder daB 

b) der C-terminale Bereich unter diesen Bedingungen f Or das Antiserum nicht zuganglich ist; d.h. die 
Antikorper konnen aus strukturellen Grilnden nicht an die antigene Stelle binden. 
Die vorliegenden Ergebnisse geben wertvolle Anhaltspunkte fOr die strukturwirkungsbezogene Suche 
nach Wirkstoffen, die die "trans"-Aktivitat der viralen Proteasen, insbesondere der rhinoviralen Proteasen 
45 therapeutisch wirksam beeinfiussen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind insbesondere ein: 
DNA-MolekOI, das fUr die VP1/P2A-Region des rhinoviralen Systems kodiert und in dem Bereich der 
Protease 2A nicht - Wildtyp - singulare Signalsequenzen fOr Restriktionsenzyme aufweist, wobei vorzugs- 
weise als rhinovirales System der HRV2- oder der HRV89-Serotyp verwendet wird und die Signalsequenzen 
50 vorzugsweise fUr die Restriktionsenzyme Xmal, Smal, Xmalll. Aval, Nael, M1ul, Eagl. Bglll oder SnaBI 
erkennbar sind. 

Besonders bevorzugt ist ein DNA-MolekGI, das das Expressionsplasmid pEx2A/21, pEx2A/ll, 
pEx2A/Pi-4/r-+V89, pEx2A/S89"/C89. pEx2A/S89/89. pEx2A/S2/89 oder pEx2A/S89/89 Ist 

Weiterhin sind Oligonukleotide Gegenstand der Erfindung. die fOr eine modifizierte VP1/P2A Region des 
55 rhinoviralen Systems kodieren. wobei die Modifikationen in der gesamtkodierenden Region, vorzugsweise 
an der SpaHstelle oder in der Spaltreglon der Protease 2A vorliegen und vorzugsweise deren "cis"-Aktivitat 
beeinfiussen. sowie Oligonukleotide. die fUr eine modifizierte VP1/P2A Region des rhinoviralen Systems 
kodieren, wobei die Modifikationen zu einer Storung des aktiven Zentrums der rhinoviralen Protease 2A 
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fOhren. 

Bevorzugt sind Oligonukleotide, bei denen 

- die Modifikationen fOr die Aminosauren Val. lie, Tyr, Gin. Leu. Met, Phe. Thr insbesondere fOr Valin 
Oder Isoleucin an der oder um die Pi-Stelle der Protease HRV2-2A kodieren, 

5 - die Modifikationen fOr Trp. Lys, Thr. Glu oder A G!y an der Pi '-Stelle der Protease HRV2-2A kodieren, 

- die Modifikationen fOr A Pro. Asp, Thr. insbesondere fOr die Deletion von Prolin oder fUr Asparagin- 
saure um die Pr-Stelle der Protease HRV2-2A kodieren. 

- die Modifikationen ftir die Aminosauren V-T-N-V-G-P-S-S an der Pi-+/Pr-*'-SteIle der Protease 
HRV2-2A kodieren. 

10 - die Modifikationen fGr die Aminosauren G-F-G-H-Q-N-K-A an der Pi'-s' Stelle der Protease HRV2-2A 
kodieren, 

- die Modifikationen fur die Aminosauren G-F-G-M-Q-Y-K-A an der Pi'-s' Stelle der Protease HRV2-2A 
kodieren. 

- die Modifikationen far die Aminosauren G-P-G-P-R-Y-G-G an der Pi-s' Stelle der Protease HRV2-2A 
75 kodieren, 

- die Modifikationen fUr die Aminosauren R-A-S-M-K-T-V-G-P-S-D-L-Y-V-H an der Pz-s* Stelle der 
Protease HRV2-2A kodieren, 

- die Modifikation fUr die Aminosaure Asparagin an der P2 Stelle der Protease HRV2-2A kodiert. 

- die Modifikationen fur die Aminosauren T-V-T-N-A an der Pi -5 Stelle der Protease HRV2-2A 
20 kodieren, 

- die Modifikationen fur die Aminosauren T-V-T-N-V an der Pi -5 Stelle der Protease HRV2-2A kodieren 
Oder 

- die Modifikationen fOr die Aminosauren D-V-F-T-V-T-N-V an der Pi-s Stelle der Protease HRV2-2A 
kodieren, 

25 - die Modifikationen fOr die Aminosaure Alanin an der Pi Stelle der Protease HRV89-2A oder fOr die 
Aminosauren A-T-T-l-l an der Pi -5 Stelle der Protease HRV89-2A kodieren. 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind welterhin Testsysteme, die in einem geeigneten Expres- 
sionssystem eines der obengenannten DNA-MolekOle entiialten. 

Besonders bevorzugt sind die Testsysteme pEx2A/21. pEx2A/ll. pEx2A/Pi -4/1 '-4789, pEx2A/S89";C89, 
30 pEx2A/S89/89, pEx2A/S2/89 oder pEx2A/S89/89. sowie diese Systeme, bei denen unter Ausnutzung der 
nicht - Wildtyp - singularen Signalsequenzen eines der obengenannten Oligonukleotide eingefOgt ist. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Oligopeptide, die von einem der obengenannten Oligonu- 
kleotide kodiert wird. sowie davon at>ge!eitete Peptidomimetika; Oligopeptide, die von der Protease 2A In 
trans gespalten werden. vorzugsweise Oligopeptide, die zumindest fOnf Aminosauren der G-tenninalen 
35 Region von VP1 und acht Aminosauren vom N-Terminus der Protease HRV2-2A oder jeweils sechs 
Aminosauren aus diesen Regionen aufweisen, besonders bevorzugt die Oligopeptide H, A. B C G F oder 
K. 

Diese Oligopeptide oder davon abgeleitete Peptidomimetika kSnnen Verwendung tinden als Arzneimittel 
Oder als Prophylaktika beziehungsweise sie konnen verwendet werden zur Herstellung von Arzneimitteln. 

40 Gegenstand der Erfindung sind auch Verfahren zur Herstellung eines DNA-MoiekUls. das fGr die 
VP1/P2A Region des rhinoviralen Systems kodiert, dadurch gekennzeichnet. dafl in den Bereich der 
Protease 2A nicht - Wildtyp - singulare Signalsequenzen fur Restriktionsenzyme eingefuhrt werden. wobei 
als rhinovirales System vorzugsweise der HRV2- oder HRV89-Serotyp verwendet wird und die Signalse- 
quenzen vorzugsweise fur die Restriktionsenzyme Xmal, Smal. Xmalll, Aval. Nael. Mlul, EagI, Bglll oder 

45 SnaBI erkennbar sind; 

Verfahren zur Herstellung eines Oligonukleotids, das fOr eine modifizierte VP1/P2A Region des rhinoviralen 
Systems kodiert, dadurch gekennzeichnet, daB Modifikationen in der gesamtkodierenden Region, vorzugs- 
weise in die Spaltstelle oder In die Spaltregion der Protease 2A eingefUgt werden, wobei die Modifikationen 
vorzugsweise die "cis"-Aktivitat der Protease 2A beeinfiussen. besonders bevorzugt zu einer Storung des 
50 aktiven Zentrums der rhinoviralen Protease 2A fuhren, insbesondere Verfahren. bei denen 

- die Modifikationen fdr die Aminosauren Val, lie. Tyr. Gin, Leu. Met. Phe. Thr insbesondere fiir Valin 
Oder Isoleucin an der oder um die Pi -Stelle der Protease HRV2-2A kodieren, 

- die Modifikationen fOr Trp, Lys, Thr. Glu oder A Gly an der Pi '-Stelle der Protease HRV2-2A kodieren. 

- die Modifikationen fOr A Pro. Asp. Thr. insbesondere fOr die Deletion von Prolin oder fOr Asparagin- 
55 saure um die Pi '-Stelle der Protease HRV2-2A kodieren. 

- die Modifikationen fOr die AminosMuren V-T-N-V-G-P-S-S an der Pi -i/Pi'-i '-Stelle der Protease 
HRV2-2A kodieren. 
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- die Modifikationen fUr die Aminosauren G-F-G-H-Q-N-K-A an der Pi'-s' Stelle der Protease HRV2-2A 
kodieren, 

- die Modifikationen fOr die AminosSuren G-F-G-M-Q-Y-K-A an der Pi'-s* Stelle der Protease HRV2-2A 
kodieren. 

- die Modifikationen fOr die Aminosauren G-P-G-P-R-Y-G-G an der Pi'-s' Stelle der Protease HRV2-2A 
kodieren, 

- die Modifikationen fOr die Aminosauren R-A-S-M-K-T-V-G-P-S-D-L-Y-V-H an der P7-8' Stelle der 
Protease HRV2-2A kodieren, 

- die Modifikation fOr die Aminosaure Asparagin an der P2 Stelle der Protease HRV2-2A kodiert, 

- die Modifikationen fUr die Aminosauren T-V-T-N-A an der Pi-s Stelle der Protease HRV2-2A 
kodieren, 

- die Modifikationen fUr die Aminosauren T-V-T-N-V an der Pi -5 Stelle der Protease HRV2-2A 
kodieren. 

- die Modifikationen fUr die AminosSuren D-V-F-T-V-T-N-V an der Pi -s Stelle der Protease HRV2-2A 
kodieren, 

- die Modifikationen fOr die Aminosaure Aianin an der Pi Stelle der Protease HRV89-2A kodieren oder 

- fUr die Aminosauren A-T-T-l-l an der Pi -5 Stelle der Protease HRV89-2A kodieren; 

Verfahren zur Herstellung eines Testsystems. dadurch gekennzeichnet, daB in ein geeignetes Expressions- 
system eines der genannten DNA-MoIekUle eingefUgt wird; vorzugswelse ein Verfahren bei dem in dem 
Expressionsplasmid pEx2A/21. pEx2A/II. pEx2A/Pi-4/Pr-4V89. pEx2A/S89'7C89, pE>c2A/S89/89. 
pEx2A/S2/89 oder pEx2A/S89/89 unter Ausnutzung der nicht - Wildtyp - singularen Signalsequenzen eines 
der genannten Oligonukleotide eingefOgt wird. 

Unter "Testsytem" sind rekombinante Expressionssysteme zu verstehen. die einerseits zur Produktion 
von Wildtyp-HRV2 2A und deren Mutanten (insbesondere Mutanten des aktiven Zentrums und der 
Spaltstellenregion), andererseits als Testsysteme zum Auffinden geeigneter Inhibitoren verwendet werden 
konnen, wobel Teilsequenzen dieser Systeme als Grundlage zur Synthese von therapeutisch wirksamen 
Oligonukleotiden und Oligopeptiden dienen. 

Legende zu den FIguren 

In den Rguren lautet der "single-letter-code" fGr die Aminosauren: 
A. Aianin; D, Asparaginsaure; E. Glutaminsaure; F. Phenylalanin; G, Glycin; H, Histidin; I, Isoleucin; K, Lysin; 
L. Leucin; M. Methionin; N. Asparagin; P, Prolin; Q. Glutamin; R, Arginin; S, Serin; T, Threonin; V, Valin; W, 
Tryptophan; Y, Tyrosin. 

Wenn nicht anders angegeben, wird bei der Angabe der Mutationen in der Spaltstellenregion Bezug 
genommen auf den Wildtyp des HRV2 bzw. HRV89 (HRV2:Pi =Ala; Pr = Gly: HRV89:Pi =VaI; Pr = GIy). 
Figur 1 zeigt die Sequenz der Oligonukleotide wie sie zur Mutagenese der Spaltstellenregion von HRV2- 
2A verwendet wurden. 

Die Kleinbuchstaben geben die ursprOngliche Sequenz der cDNA von HRV2 wieder. bzw. die Sequenz 
des Expressionsplasmids pEx2A/21. einer Restriktionsenzym-modifizierten Variante von pEx2A (siehe 
Beispiel 2). 

Grofibuchstaben weisen auf die jeweilige Mutation hin. wt bedeutet Wildtyp; HRV89 Pi-^/Pi-*' ent- 
spricht der Spaltstellenregion wie sie im humanen Rhinovirus vom Serotyp 89 vorgefunden wird. 
Figur 2A zeigt die Expressionsprodukte der Mutagenese des C-Terminus von VP1; Austausch von Ala 
gegen Val, Leu. Phe. Gin und Tyr in der Pi Position. 

Bild A: Coomassie Blau gefarbtes 12.5% SDS-Polyacrylamidgel. 

0: nicht induzierter pEx2A/21 

pEx2A: induziertes Ausgangsplasmid pEx2A/21 Val. Leu, Phe. Gin: Mutanten von pEx2A/21 mit 

geanderter Aminosaure in Position PI (Ala->Val. Leu.Phe und Gin) 
Tyr: Mutante von pEx18521 (AIa-->Tyr in P1 -Position); diese Vektorkonstruktion welst einen 

Teil von 2B auf. der die Erkennung durch anti-PC20 behindert 
75 kd unprozessiertes Expressionsprodukt von pEx18521 
65 kd unprozessiertes Expressionsprodukt von pEx2A und Mutanten 
50 kd prozessiertes Expressionsprodukt von pEx18521, pEx2A und Mutanten; 

entspricht dem Fusionsanteil (98 Aminosauren der MS2-Polymerase). dem C-terminalen 

Ende von VP3 und dem gesamten VP1 
24 kd Spaltprodukt von pEx18521. bestehend aus HRV2-2A und dem N-temninalen Abschnitt von 

2B 
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15 kd HRV2-2A 

^9"'' "^'Q Expressionsprodukte der Mutagenes© des Soaltsianals ftir pa- A,.cto...^h 

gegen Met und lie in der Position PI sowie AustaLh der Spa^S von HR^^S^^^^ 
PTO-S^r-As^^^ gegen die Spaltreglon von HRV89 <Va.-Thr-Asn-V^-GlyVsJ^^^^^^^^^ 

a: Coomassie Blau gefSrbtes 10% SDS-Polyacrylamidgel 

b: Western blot eines identischen Gels mit anti-MS2-Pol 

c: Western blot eines 15% SDS-Polyacrylamidgels mit anti-PC20 

Spur m: Markerproteine 

spur 1: PVP2D2 (MS2Pol-VP2 Fusionsprotein als positive Kontrolle fOr den anti-MS2-Pol Antikor- 

Spur 2: pEx2A/21 nicht induziert 

Spur 3: pEx2A/21 induziert 

Spur 4: pEx2A/21 mit Mutation Ala->Met in Position PI 

Spur 5: pEx2A/21 mit Mutation Ala->lle in Position PI 

spurs: .^^21 mrt Austausch der Spaltregion HRV2 gegen HRV89: (ITTAGPSD- 
bz^BeS " Beschreibung siehe Rgur 1 

65 kd unprozessiertes Expressionsprodukt von pEx2A/21 und Mutanten von pEx2A/21 

15 kd P'^JJI^'*®^ ^P^^ssionsprodukt von pEx2A/21 und Mutanten 

Nicht fett gedruckte Restriktionsenzyme geben die ursprunglich schon in pEx2A vorhandenen Pric«n 
AS bedeutet Aminosauren. 

^d^t^VZ.SZ'^ OngonukteoUd H.^,^„, von pExM^,. „.^, 

Das Oiigonukleotid ist von einer Acc I bzw. einer BstE 11 <5tfiiiA fianu^^rt- ^ 
stellen wurden mit Hilfe der geMnderten NukZids^d'^s M^uSn^^^^^^^ 

ursprCjnglichen Aminosauresequenz in die DMA eingebracht Beibehaltung der 

Wembuchstaben weisen auf die ursprOngliche Sequenz der HRV2-cDNA hin; GroBbuchstaben zeioen die 

^"'^"^^ ^^•'^ '-'^ Erkennungss^^u-enzSr-dt 

^r^ tZrsp'oltTon p^^^^^ ^— ^ - ™- 

t^^It!fiir''''°''H'^ von pB<2A/21 . einer Mutante von pEx2A mit neuen singulSren Restrik- 
tionsstellen in und um die Spaltregion von HRV2-2A ™j>"ik 
Spur 3: Expressionsprodukt von pEx2A/ll. einer Mutante von pEx2A. welche neue sinaulare 
n« r . ^ ,fl«^*"'^'°"«^«''eninnert,albderkodierend "'"^"'"-^^ 
s^:; HRV2 L^tr^^ '^^'r' P^P^-^-f-^-P- ^P-i«sch nachgtiesene Expres- 

Sn S 1 HrS^ I^^h ^^^^^^ ""f Groeenmarker (in Kd) angefUhrt. In alien drei 

fallen ist die HRV2-2A nach wie vor proteolytisch aktiv. wird von anti-PC20 erkannt und zeiat ein 
Expressionsprodukt von gleicher QrSBe. o'Ranni una zeigt em 

^re zeigt 3 doppelstranglge Oligonukleotide zur Hersteilung von pEx2A/ll, einer Mutante mit 2 neuen 
singularen Restriktionsstellen innerhaib der fUr die HRV2-2A kodierenden Region 

n.u lf^^T^°"T^T^^^°^'^^ """^'^ aberhangender Enden (durch " oder # gekennzeich- 

net). welche keine Restnktionsstellen darstellen. aneinanderligiert Nach erfolgter Ugation kann das 2 
KUh'^htT Rsstriktionsenzymen BstE II und Apa I nachgeschniSn weiS' 

Weinbuchstaben weisen auf die ursprOngliche Nukleotidsequenz der HrJ2-cDNA hin- G^bucSaben 
EZnu^g^en'^^"^"^ «estrik.o„3ste.len entsprechen den Zl'^^^: 

^^^eigt verschiedene Peptidsubstrate und ihren EinfluB auf die Effizienz der "trans --Aktivitat von 
+ Spaltung mit groBer Effizienz und vergleichbarer Kinetik. 

\ / o^^S Standardhedingungen (siehe Beispiel 3) nicht gespahen warden 

+ /- Peptid wird nur mit geringer Effizienz gespalten. 
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Das Peptid Polio 2A/I reprasentiert die Spaltstelle VP1/2A fOr die Protease 2A von Pollovirus Typ 1 
und 2A/II stent die alternative Spaltstelle fOr die Protease 2 A in 3CD fOr Poliovirus Typ 1 dar. 
ngur 8 zeigt HPLC Profile von Peptid K (TRPIITTYGPSDMYVH; tR = 21,6) und dessen Spaltprodukle 
TRPIITTY (tR = 18.6) und GPSDMWH (tR = 12,2) nach Inkubation in Otjerstanden von pEx2A; der 
"trans"-Aktivitatstest wurde wie in Beispiel 3 beschrieben durchgefQhrt wobei verschiedene NaCI- 
Konzentrationen verwendet wurden: 



1 


2,5 M NaCI 


2 


0.5 M NaCI 


3 


50 mM NaCI 


4 


5 mM NaCI 


5 


0.5 mM NaCI 



Die gepunktete Linie weist auf die Position das Peaks hin, der das ungespaltene Peptidsubstrat 
(tR = 21 .6) reprasentiert. 

Figur 9 zeigt den Immunblot eines denaturierenden und eines nicht-denaturierenden Proteingels von 
loslichen Fraktionen aus pEx2A und pEx34b. 

Figur 9A Immunblot eines denaturierenden 15% Acrylamidgels mit Hilfe des Peptidantikorpers 
PC20 

Figur 9B Immunblot eines nicht denaturierenden 15% Acrylamidgels mit Hilfe des Peptidantikor- 
pers PC20 

Spur 1 losllcher Anteil des E.coli Extraktes von pEx2A 

Spur 2 loslicher Anteil des E.coli Extraktes von pEx34b (negative Kontrolle fur PC20) 
Die kleinen schmalen Pfeile weisen auf die Position der molekularen Grofienmarker hin. 
Die dicken Reile bei 15 kd auf dem denaturierenden Proteingel (monomere Form) bzw. be! 30 kd auf 
einem nicht-denaturierenden Proteingel (mogliche dimere Form weisen auf die Position der HRV2-2A 
spezifischen Bande am Westernblot hin. . 

Figur 10 zeigt HPLC-Profile von Peptid K (TRPIITTYGPSDMYVH; tR= 21,6) und dessen Spaltprodukte 
TRPIITTY (tR = 1 8,6) und GPSDMYVH (tR = 1 2.2). 

Der "trans "-Aktivitatstest wurde wie in Beispiel 3 beschrieben durchgefuhrt mit Ausnahme von 160 mM 
NaCI im "trans "-Aktivltatspuffer und einer 30 min Prainkubation des Zellextraktes von pEx2A in 
Anwesenheit verschiedener Konzentrationen von anti-PC20. Dabei wurden folgende Verdunnungsstufen 
von PC20 eingesetzt. 



Spur 1 


1/1 


PC20 


Spur 2 


1/10 


PC20 


Spur 3 


1/100 


PC20 


Spur 4 


1/1000 


PC20 


Spurs 


1/10 000 


PC20 



Figur 11 : Konstruktion von pEx34c x 18521 

Figur 12 : Aufbau des Expressionsplasmides pEx34c x 18521 

Figur 13 : Elektrophoretische Trennung der Expressionsprodukte von pEx34c x 18521 (Spur 1) und 
pEx34c x 18731 (Spur 2), sowie der viralen Hullenproteine von HRV2 (Spur HRV2) auf einem 10%igen 
SDS-Polyacrylamidgel und AnfMrbung mit Coomassie-Brillant-Blau. 

Figur 14 : Western blot der Expressionsprodukte von pEx34c x 18521 bzw. 18731 mit einem polyklonalen 
anti-VPI Serum; in Spur 1 bis 3 ist das Expressionsprodukt von 3 verschiedenen Klonen von 18521. in 
Spur 4 von 1 8731 aufgetrennt. Die nur schwach erkennbaren hohermolekularen Banden in Spur 1 bis 3 
reprasentieren das noch unprozessierte Expressionsprodukt von 18521. 

Figur 15 : Aminosauresequenz der HRV2-Protease-2A-Region (fette Buchstaben). Die GroBbuchstaben 
weisen auf die zwischen Rhino-, Polio- und Coxsackieviren identischen Aminosauren hin. Doppelpfeile 
zeigen die Position und die Art des Austausches bzw. der Deletion an, die zur Charakterisierung des 
wahrscheinlich aktiven Zentrums und des C-Terminus der Protease 2A von HRV2 herangezogen wurden. 
Figur 16 : Oligonukleotidkassette zur Mutagenese des wahrscheinlich aktiven Zentrums der Protease 2A 
von HRV2. Durch Kombination der beiden doppelstrSngigen Oligonukleotide WT12 + WT34 erhSIt man 
die kodierende Region fOr die Wildtyp-Protease 2A. Nach der letzten Aminosaure von 2A (Glutamin 142) 
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warden zwei Stoppkodons eingefOgt. Kombiniert man das doppelstrangige Oligonukleotid WT34 anstelle 
von WT12 mit einem Oligonukleotid. das aufgmnd seiner geanderten Basensequenz sine geeignete 
Mutation oder Deletion besitzt. kann man jede gewOnschte Veranderung in der Aminosauresequenz in 
dieser Region herbelfGhren (hier gezeigt am Beispiel fOr die Konstruktion der Wildtyp-2A und den 
5 Mutationen fOr Cys106->Ser, Cys112->Ser und His114->Gly). 

f^gur 17 zeigt das Proteinmuster von pEx34c (Negativkontrolle), pEx18521, pEx18731. pEx2A und 
samtlichen Mutanten von pEx2A im wahrscheinlich aktiven Zentrum von 2A. 

Bande A entspricht dam unprozessierten Expressionsprodukt (65 K) von pEx2A bzw. von den 
Mutanten von pEx2A 
10 Bande B entspricht dem Expressionsprodukt (58 K) von pEx18731 

Bande C entspricht dem prozessierten Bcpressionsprodukt (60 K; MS2-Polymeraseanteil + C-terml- 

naler Tell von VP3 + gesamtes VP1) von pEx18521. pEx2A und pEx2A[Pro103->Gly] 
Bande D entspricht der reifen Protease 2A (15 K) 
Rg. 17a: Coomassie Blue; mit Coomassie Blue gefMrbtes Proteingel 
^5 Fig. 17b: Anti HRV2 ; Western blot des gleichen Gels mit einem polyklonalen Antiserum gegen HRV2 

Rg. 18: Anti PC20 ; Western blot des gleichen Gels mit einem polyklonalen Antiserum gegen PC20 
(Peptid das aus den letzten 20 Aminosauren von 2A aufgebaut ist; siehe Beispiel 7) 
Figur 19 zeigt die Sequenz der Oligonukleotide, wie sie zur Mutagenese der Pi Stelle von HRV2-2A 
venwendet wurde. Die Kleinbuchstaben geben die ursprOngliche Sequenz der cDNA von HRV2 wieder. 
20 bzw, die Sequenz des Expressionsplasmids pEx2A/21. einer Restriktionsenzym-modifizierten Variante 
von pEx2A (siehe Beispiel 2). 

GroBbuchstaben weisen auf die jeweilige Mutation hin. wt bedeutet Wildtyp. 
Pigur ^0 zeigt die Sequenz der Oligonukleotide wie sie zur Mutagenese der Pr Stelle von HRV2-2A 
verwendet wurde. 

25 Die Kleinbuchstaben geben die ursprOngliche Sequenz der cDNA von HRV2 wieder. bzw. die Sequenz 
des Expressionsplasmids pEx2A/21, einer Restriktionsenzym-modifizlerten Variante von pEx2A (siehe 
Beispiel 2). 

GroBbuchstaben weisen auf die jeweilige Mutation, die Punkte auf das Deletieren einer Aminosaure 
hin. wt bedeutet Wildtyp. 

30 Figur 21 zeigt die Sequenz der Oligonukleotide wie sie zur Mutagenese der P2', P4' und Ps' Stellen von 
HRV2-2A venA^endet wurde. Die Kleinbuchstaben geben die ursprOngliche Sequenz der cDNA von HRV2 
wieder bzw. die Sequenz des Expressionsplasmids pEx2A^21. einer Restriktionsenzym-modifizierten 
Variante von pEx2A (siehe Beispiel 2). 

GroBbuchstaben weisen auf die jeweilige Mutation, die Punkte auf das Deletieren einer AminosMure 

35 hin. wt bedeutet Wildtyp. 

Figur 22 zeigt die Sequenz der Oligonukleotide. wie sie zur Mutagenese der P* Region bzw. P und P* 
Regionen von HRV2-2A verwendet wurden. Die Kleinbuchstaben geben die ursprOngliche Sequenz der 
cDNA von HRV2 wieder bzw. die Sequenz des Expressionsplasmids pEx2A/21 . einer Restriktionsenzym- 
modifizierten Variante von pEx2A (siehe Beispiel 2). 

40 GroBbuchstaben weisen auf die jeweilige Mutation hin. wt bedeutet Wildtyp. Poliovirus Pi-s' 

entspricht der P* Region, wie sie in alien drei Poliovirustypen (Sabin-Stamme) vorgefunden wird. 
Poliovirus Pi'-s'. P4' HiS">Met, Pg* Asn">Tyr entspricht der modifizierten Poliovirussequenz. mit den 
zwei Mutationen. HRV14 Pi'-s'. P2' Leu-->Pro entspricht der Sequenz der P'Region wie sie im humanen 
Rhinovirus Serotyp 14 vorgefunden wird. mit einer Mutation. HRV1B P7-8* entspricht der Sequenz der 

45 Spaltstelle wie sie im humanen Rhinovirus Serotyp 1 B vorkommt. 

Figur 23 zeigt die Sequenz der Oligonukleotide wie sie zur Mutagenese der Spaltstellenregion von 
HRV2-2A verwendet wurde. Die Kleinbuchstaben geben die ursprOngliche Sequenz der cDNA von HRV2 
wieder bzw. die Sequenz des Expressionsplasmids pEx2A/21, einer Restriktionsenzym- modifizierten 
Variante von pEx2A (siehe Beispiel 2). 

50 GroBbuchstaben weisen auf die jeweilige Mutation hin. wt bedeutet Wildtyp. Diejenigen Aminosau- 

ren, die der mutierten Sequenz von HRV2-2A entsprechen. sind angegeben. 

Figur 24 zeigt die Expressionsprodukte der Mutagenese der Pi Stelle der Spaltstelle von HRV2-2A (d. h. 
die letzte Aminosaure von VP1). A (Ala) ist im Wildtyp pEx2A/21 anzutreffen: die Substitutionen Ala 
gegen Tyr. Phe. Gin, Met. Leu. fie und Val sind im Beispiel 6 beschrieben. der Austausch Ala gegen Thr 
55 ist im Beispiel 8 beschrieben. 

Bild A: Coomassie Blau gefSrbtes 10% SDS-Polyacrylamidgel. 

65kD unprozessiertes Expressionsprodukt der Mutanten 

50kD prozessiertes Expressionsprodukt der Mutanten; entspricht dem Fusionsanteil (98 Amino- 
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sauren der MS2-Polymerase). dem C-terminalen Ende von VP3 und dem gesamten VP1 
15kD HRV2-2A 

Der Prozentsatz von ungespaltenem Produkt wurde durch Densitometrie festgestellt und ist zwischen 
Bild A und B angegeben. 

Bild B: Western Blot eines 15% Polyacrylamidgels inkubiert mit dem antl-PC20 Antikorper. 
ngur 25 zeigt die Expressionsprodukte der Mutagenese der Pr, P2\ P*' und Pg' Stellen der Spaltstelle 
von HRV2-2A (d.h. den N-Terminus von 2A selbst). Austausch von Gly gegen Glu. Lys, Thr und Trp in 
der Pi Stelle, von Asp gegen Thr in der P+' Stelle und von Val gegen Asp und Thr in der Pa' Stelle. 
Deletionen von Gly in der Pr und Pro In der Pz Stelle. 

Bild A: Coomassie Blau gefarbtes 10% SDS-Polyacrylamidgel. 

65kD unprozessiertes Expressionsprodukt der Mutanten 

50kD prozessiertes Expressionsprodukt der Mutanten; entspricht dem Fusionsanteil (98 Amino- 

sauren der MS2-Polymerase). dem C-terminalen Ende von VP3 und dem gesamten VP1 
15kD HRV2-2A 

Der Prozentsatz von ungespaltenem Produkt wurde durch Densitometrie festgestellt. 

Bild B: Western Blot eines 15% Polyacrylamidgels Inkubiert mit dem anti-PC20 Antikorper. 
Figur 26 zeigt die Expressionsprodukte der Mutagenese der P' bzw. der P und P* Regionen von HRV2- 
2A; Austausch der P* Region von HRV2 gegen die P'Region von Poliovlrus; gegen die P' Region von 
Pollovlrus mit einem Austausch an der P4' Stelle (His~> Met) und mit einem Austausch an der Pg* Stelle 
(Asn~> Tyr); gegen die P* Region von HRV14 mit einem Austausch an der P2' Stelle (Leu-> Pro), sowio 
der Austausch der P und P* Regionen gegen die von HRV1B. 
Tabelle A: Sequenz der Mutationen verglichen mit der HRV2-2A Spaltstelle, 

Spur 1: pEx2A/21 mit der Pi '-7' Region von Poliovlrus Serotyp 1 

Spur 2: pEx2A/21 mit der Pi '-7' (P+* His->Met, Ps' Asn">Tyr) Region von Poliovlrus Serotyp 1 

Spur 3: pEx2A/21 mit der Pi '-7' Region (P2' Leu->Pro) von HRV14 

Spur 4: pEx2A/21 mit der Pi -7/P1 '-a' Region von HRV 1 B 
Die unterstrichenen Aminosauren in den Varianten 2 und 3 weisen daraufhin, daB es sich dabel um 
Unterschiede zu der Wildtyp Poliovirus Serotyp 1 bzw. zu der Wildtypsequenz von HRV 14 handelt. Die 
unterstrichene Aminosaure in Variante 4 zeigt einen Unterschied an dieser Position gegenQber der 
Sequenz von HRV2. Die Reduktion der Spalteffizienz (in Prozent) die durch Densitometrie ermlttelt 
wurde, Ist jeweils angegeben. 

Bild B: Coomassie Blau gefarbtes 100% SDS-Polyacrylamidgel. 
Der Prozentsatz von ungespaltenem Produkt wurde durch Densitometrie festgestellt. 

Bild C: Western Blot eines 15% Polyacrylamidgels inkubiert mit dem anti-PC20 Antikorper. 

65kD unprozessiertes Expressionsprodukt der Mutanten 

50kD prozessiertes Expressionsprodukt der Mutanten; entspricht dem Fusionsanteil (98 Amino- 
sauren der MS2-Polymerase), dem C-terminalen Ende von VP3 und dem gesamten VP1 
15kD HRV2-2A 

Figur 27 zeigt die Expressionsprodukte der Mutagenese der P Region von HRV2-2A; Austausch gegen 
jene Aminosauren. die In der P Region von HRV89 vorkommen. Die genauen Anderungen sind in Figur 
22 zu sehen. 

Tabelle A: Sequenz der Mutationen verglichen mit der HRV2-2A Spaltstelle. 
Spur 1: pEx2A/21 mit dem Austausch an der P2 Stelle Thr->Asn 
Spur 2: pEx2A/21 mit der P2-5 Region von HRV89 
Spur 3: pEx2A/21 mit der Pi -5 Region von HRV89 
Spur 4: pEx2A/21 mit der Pi -s Region von HRV89 

Spur 5: pEx2A/21 mit der Pi Pi Region von HRV89 (siehe Beispiel 6) 
Die Reduktion der Spalteffizienz (in Prozent) die durch Densitometrie ermittelt wurde, ist jeweils 
angegeben. 

Bild B: Coomassie Blau gefarbtes 10% SDS-Polyacrylamidgel. 

Die Reduktion der Spalteffizienz wurde durch Densitometrie bestimmt und Ist (in Prozent) angege- 
ben. 

Bild C: Western Blot eines 15% Polyacrylamidgels inkubiert mit dem anti-PC20 Antikorper. 
65kD unprozessiertes Expressionsprodukt von den Mutanten 

50kD prozessiertes Expressionsprodukt von den Mutanten; entspricht dem Fusionsanteil (98 
Aminosauren der MS2-Polymerase), dem C-terminalen Ende von VP3 und dem gesamten 
VP1 

15kD HRV2-2A 
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g^n^ zeigt die AminosSureunterschiede zwischen HRV2-2A und H RV89-2A. Die kleinen Buchstaben 

S^l'^- ^" in HRV89-2A unterschiedlich sind. sind unterhalb der HRV2 

Sequenz .n GroBbuchstaben angegeben. Die Spaltstelle ist mit einem Pfeil gekennzeichnet 
Figyr^ zeigt die Sequenzen der Oligonukleotide. die im Beispiel 9 vewendet wurden 

o^'^^-'^'Z^T^!^^"^^^''^ Substitution der 21 Aminosauren am OTerminus vor, 
pExaVP,-,/P, , /89 durch d.ejen.gen von 2A des HRV Serotyp 89. Nach der letzten AminosSure 
von 2A wurde em Stopkodon eingefUgt (mit Stem gekennzeichnet). /vnmosaure 

B. Mlu l/Nsp (7524) I Oligonukleotidkassette zur Einfuhrung der 0,342kb Nsp (7524) l/Pvu II DNA 
Fragment in das mit Mlu I und Pvu II geschnittene pBc2A/S89"/C89 Plasmid 

C. Oligonukleotide. wie sie zur Mutagenese der 2A Spaltstelle im Plasmid* pEx2A/S89y89 verwendet 
wurden. D>e Kleinbuchstaben geben die ursprOngliche Sequenz der cDNA von HRV88 wieder bzw die 
Sequenz der Restriktionsvariante pEx2A/S89/89. 

wt beSet^'I^dtyp. '"^ '^""^'"^^ ""^ ^'"^^ Aminosaure. 

FiSHLiO zeigt die Restriktionschnittstellen. die verwendet wurden, urn das Plasmid pEx2A/S89/89 zu 

rN^T?i%'T p' p"stTp^^^^^^ '= ^ ^' ^'^ "'"'^ l^'" '= 

Figur 31 zeigt die Expressionsprodukte der Plasmide pEx2A/S89/89 und pEx2A/S89"/C89 bzw von zwei 
Spaltstellenmutanten von Plasmid pEx2A/S89/89 (pEx2A/S2/89 und pEx2A>^V89) 
Tabelle A: Sequenz der Mutationen verglichen mit der HRV2-2A Spaltstelle. Die jeweilige Spaltstelle und 
das Enzym .n den Konstruktionen ist angegeben. 89'und 89" weisen darauf hin. dafl die Spaltstellen in 
diesen Konstruktionen Mutationen gegenOber dem HRVa9 Wildtyp aufweisen 
Spur 1: pEx2A/21. 

Spur 2: pEx2A/S2/89 mit der Spaltstellensequenz von HRV2 und der 2A Sequenz von HRV89 
Spur 3: pEx2A/S89'/89 mit dem Austausch an der PI Stelle Val->Ala 

SpuJ 5- pB^sS-ZCSg" Spaltstellensequenz von HRV89 und der 2A Sequenz von HRV89. 
Bild B: Coomassie Blau gefarbtes 10% SDS-Polyacrylamidgel. 

D-S 2" 1 0% Polyacrylamidgels inkubiert mit dem anti-MS2.Pol AnUkorper 

Bi d D: Western Blot eines 15% Polyacrylamidgels ihkubiert mit dem anti-PC20 AntikSrper 
Bild E: Western Blot eines 10% Polyacrylamidgels inkubiert mit dem anti-MS2-Pol Antikor^r 
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Tabelle 1 



EMPIGEN (Alkyl-dimethyl-ammonium-betain) 


50% 


5% 


0.5% 


0.05% 


0,005% 


100% 


100% 


100% 


45% 


35% 


NP40 (Octyl-phenol-ethylenoxid) 


50% 


5% 


0.5% 


0.05% 


0,005% 


100% 


50% 


45% 


45% 


45% 


Tween 20 (Polyoxyethlensorbitan-Monolaurat) 


1 


5% 


0.5% 


0.05% 


0.005% 


1 


55% 


45% 


40% 


30% 


Glycerin 


40% 


4% 


0.4% 


0.04% 


0,004% 


80% 


35% 


35% 


35% 


35% 


Ammoniumsulfat 


1.9 M 


0.4 M 


40 mM 


4 mM 


0,4 mM 


10% 


0% 


0% 


0% 


0% 


Guanidinium-Hydrochlorid 


3.5 M 


0.7 M 


70 mM 


7mM 


0,7 mM 


100% 


90% 


50% 


0% 


0% 


Hamstoff 


3.5 M 


0.7 M 


70 mM 


7mM 


0.7 mM 


100% 


20% 


5% 


0% 


0% 


DMSO (Dimetylsulfoxid) 


10% 


1% 


0.1% 


0.01% 


0.001% 


25% 


10% 


>5% 


>5% 


>5% 


NaCI 


2.5 M 


0,5 M 


50 mM 


5 mM 


0,5 mM 


0% 


0% 


0-5% 


5% 


5-20% 


Der EinfluB verschiedener Denaturierungs- und Solubilisierungsmi ttel 

auf die "trans "-Aktivitat von HRV2-2A im "trans cleavage assay" unter Verwendung von Peptid K (siehe 
Text) als Substrat. Das obe re 

KMstchen einer Zeile gibt die Konzentration der jeweillgen Subst anz 
an (in Molaritat Oder v/v-Prozent). Der gesandete untere Teil ze igt 

den jeweils ermittelten Grad der Inhlbierung an bezogen auf das Verhaltnis der Peakflachen von 
Peptid-Substrat zu Peptld-Spaltprodukten (methodische Details siehe Text). 
0% bedeutet. daB kein ungespaltenes Peptidsubstrat mehr nachwels bar 
ist. 



Beispiel 1: 

Herstellung eines aktiven und inaktiven P2A-Enzymsubstrates von HRV2 zur Expression in E. coli 

45 

Ausgehend von pUC9 und den cDNA-Klonen von HRV2 (Fig. 11) wurde ein Expressionssystem fOr P2A 
konstruiert. Zunachst wurden ca. 10 ug pUC9 durch Doppelverdau mit BamHI und PstI in der Polylinkerre- 
gion geoffnet. Die linearisierte Form von pUC9 wurde von Spuren des ungeschnittenen Plasmids mit Hilfe 
von Whatman DE81- Papier getrennt (Dretzen, G.M., Bellard. P., Sassone-Corsi und Chambon, P.; 1981, 

50 Anal. Biochem. 112 , 295 - 298). Dazu wurde nach Auftrennung der DNA-Fragmente am Agarosegel vor und 
hinter die zu Isolierende DNA-Bande ein Schlitz geschnitten, in den jeweils ein Streifen DE81 -Papier 
gesteckt wurde. Die Elektrophorese wurde weitergefOhrt (Gel soil nicht mit Puffer bedeckt sein), bis das 
gewUnschte DNA-Fragment voIlstSndig an den vorderen DE81 -Streifen gebunden worden war. Der hintere 
DE81 -Streifen verhinderte eine Verunreinigung durch groBere DNA-Fragmente. Das DE81 -Papier mit dem 

55 gebundenen DNA-Fragment wurde in ein 1,5 ml Eppendorfrohrchen (mit einem AusfluBloch im GefaBboden 
und darObergelagerter Polyallomerwolie) transferiert und zweimal 5 min mit je 400 ul Waschpuffer (0,2M 
NaCI, 25mM TrisHCI pH = 8,0. ImM EDTA) gewaschen. wobei durch kurze Zentrifugation (ca. 1 sek) die 
Waschlosung im zweiten darunter befindlichen EppendorfgefSB aufgefangen wurde. AnschlieBend wurde die 
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25mM TnsHC pH = 7.5. 1mM EDTA) vom DE81-Papier gewaschen. Die 400 ul Eiuat wurden 10 min in de 
Eppendorfzentrifuge (15000g) zentrifugiert. urn Papierstuckchen zu entfemen. Der Oberstand wurde vorsich- 
tg in ein neues EppendorfgefaB transferiert. mit 800 ul 96o/o Ethanol versetzt. bei -20 -C ausgefSllt (ca 2 
Stunden) zwe.mal mit 70% Ethanol gewaschen und getrocknet. Parallel dazu wurde das Plasmid von Won 
719 m,t Bglll und PstI und das Plasmid von Klon 107 mit PstI verdaut (Rg. 11). Diese beiden pT^mSe 7nd 
P^S^^-^^^^r. HRV2-cDNA-Fragmente. welche uter^omUymerf "c^R^Sen in 

PBR322 .nsertiert worderi waren. Das Bglll/Pstl-Fragment von Klon 719 reprasentiert die HRV2-CDNA 
2S1 3im"h'n' ^''TJV'y- Pstl/Pstl-Fragment von Klon 107 deckt die anschlielende 
Region 2421-3100 ab. Diese beiden Fragmente wurden in die BamHI und PstI Stelle von pUC9 insertiert 
wobei^beide Schnittstellen (Bglll und BamHI) zerstort wurden. Diese Konstruktion wurde p18 genannt (sTehe 

^>, ^"l u'® kompetente Zellen zu erhalten. wurde eine modifizierte Vorschrift von 

Mande und H,ga (Mandel. M. und Higa. A.. 1970. J. Mol. Biol. 53. 159-162) angewandt. Dazu wurden 0.5 ml 
?n ny, T ^tamm HB 101 in 50 ml LB-Medium (10 g/1 Trypton. 5 g/1 Hefeextrakt. 

10 g/1 NaCI) libenmpft. bis zu einer OD600 von ca. 0.4 hochgezUchtet und anschlieBend 5 min bei 5 k und 
4 C pe^le iert. Die Bakterien wurden dann in 25 ml 0.1 M MgCb (eiskalt) vorsichtig resuspendiert. 5 min auf 
Eis gestellt und abermals 5 min bei 5 k und 4-C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 25 ml 01M CaCb - 
(eiskah) resuspendiert, 4 Stunden auf Eis gestellt und 5 min bei 5 k und 4-C zentrifugiert' Die Zellen 
^"[n^ •-^9^^P"««'' (O'lM CaCb/Qlycerin = 4/1 0/0 v/v) aufgenommen. 20 min auf Eis gestellt 

m 100 m Portionen aliquotisiert und in flOisslgem Stickstoff schockgefroren, sowie bei -80 'C gelaqert Zu' 
100 m auf Eis aufgetauter kompetenter Zellsuspension wurden 5 m des oben beschriebenen Ugationsan- 
satzes zugegeben die Zellen 1 Stunde auf Eis und 2 min bei 42 -C inkubiert und abschlieBend 5 min auf 
Eis gestellt. Vor dem Ausplattieren der Zellen wurden 900 ul l^-Medium zugesetzt. 10 min bei 37 -C 
inkubiert und je 200 wl Zellsuspension auf LB-Agar-Platten (1.5%iger Agar in LB-Medium mit 100 mg/l 
Ampic lin) au^gebracht und Ober Nacht inkubiert. Mit dem Plasmid p18 wurden wie oben angefOM 
kompetente JM 101 Zellen transformiert. Einige der erhaltenen Amp' Klone wurden einer Restriktionsanalv- 
se unterworfen und von einem der positiven Klone (18/1) wurde Plasmid-DNA im GroBmaBstab gewonnen 
(T. Maniats et al. 1982. Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor. 86ff). Das Plasmid 
wurde anschlieBend ilber eine Sephacryl-S-1000 SSule gerelnigt (Durchmesser 0.9cm. Lange 20cm) Als 
Elutionspuffer wurde ein TE-Puffer verwendet. Das Eluat wurde in ca. 0.5 ml Fraktionen aufgetrennt und die 
einzelnen Fraktionen bei 260 urn ausgemessen (Oblicherweise erscheint der Plasmidpeak zwischen der 9 
und 14. Fraktion). Der Beginn des RNA-Peaks ist ab der 17. Fraktion zu emarten (OD Ober 3 0) Die In 
Frage kommenden Fraktionen wurden vereinigt. lyophilisiert. das Plasmid in 0.5 ml TE-Puffer aufgenom- 
men. 5 mm bei 65 -C inkubiert. mit Phenol/Chloroform und Chloroform extrahiert, ausgefailt. zentrifuoiert 
getrocknet und in 100 ul TE-Puffer gelost. Etwa 10 ug von Plasmid 18/1 wurden mit AccI und Hindlll (die 
Acci SteMe stammt von der HRV2-cDNA die Hindlll Stelle von der Polylinkeregion von pUC9) geschnitten 
Parallel dazu wurde der Klon 521 mit AccI und Hindlll verdaut. Das Accl/Hindlll-Fragment von Klon 521 
umfaBt die HRV2-cDNA von Nukleotidnummer 3075-3698 (Fig. 11). Das Accl/Hindlll-Fragment von 521 
wurde in 18/1 (Accl/Hindlll) ligiert und damit kompetente JM 101. wie oben beschrieben transformiert Die 
erhaltenen Kolonien wurden durch Restriktionsanalyse OberprOft (EcoRI. PstI. AccI und Hindlll) und die 
Plasmid DNA einiger Klone wurde sequenziert. Ein Klon, der die HRV2-Sequenz von 2145 - 3698 und den 
richftgen Leserahmen aufwies, wurde 18521 benannt und zur Expression ausgewahlt. In der Konstruktion 
18521 sind die homopolymeren G-C-Regionen, die noch von der Klonierung in pBR322 herstammen 
Sseitig von der Hindlll Stelle vorhanden. pi 8521 wurde mit EcoRI und Hindlll geschnitten, das Fragment 
mit DE81 Papier isoliert und in pEx34c (EcoRI/Hindlll) durch Ligation insertiert. pEx34 ist ein 30 kb 
Expressionsvektor (ein Derivat von pPLc24; E. Remault. P. Stanssens und W. Rers; 1981 Gene 15 81 -93^ 
welcher folgende Abschnitte enthSit: — ' 

- die prokaryontische ribosomale Bindungsstelle 

- einen Toil der kodierenden Region fOr die ersten 98 N-terminalen AminosSuren der MS2-Polymerase- 
dieser Fusionsanteil weist hydrophobe und basische Aminosauren auf und bewirkt die Herabsetzung 
der Losiichkeit des Fusionsproteins und erhSht die StabilitSt des exprimierten Produktes in der Zelle 

- das Fusionsprotein steht unter der Kontrolle des linken lambda-Promotors 

- eine kleine Polylinken-egion in 3 verschiedenen Leserahmen (pExa.b und c) mit Schnittstellen fOr 
EcoRI. BamHI und Hindlll ermSglicht das Einsetzen von geeigneten DNA-Fragmenten in Phase hinter 
dem Fusionsproteinanteil 

- die "ori"- und die Ampicillin-resistenz-region von pBR322. 
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E. coii W6(lambda) exprimiert konstitutiv das Gen fOr den Wildtyp lambda-Repressor und eignet sich 
zum HochzQchten der pEx-Plasmide. E. coli 537 dagegen tragt die cl 853-lambda- Rispressor-Mutation 
(inaktiv bei 42 • C) auf einem weiteren Plasmid, das auch ein Kanamycin Resistenzgen tragt (K. Strebel, E. 
Beck, K. Strohmaier und H. Schaller; 1986, J. Virol. 57, 983-991). 
5 Durch Insertion des EcoRI/Hindlll Fragmentes von p18521 in pEx34c kcnnte ein Expressionssystem 
erhalten werden, welches die Region: (VP3)-VP1-P2A-(P2B) von HRV2 (2145-3698; siehe Rg. 12) umfaBt. 
Dieses Expressionssystem produziert ein als Substrat dienendes virales Polypeptid, das gteichzeitig auch 
P2A-Protease-Aktivitat aufweist. 

Um nun ein inaktives Enzymsubstrat fGr P2A zu erhalten wurde der Expressionsvektor pEx34c x 18521 in 
70 E. coli W6(lambda) hochgezUchtet. Wie oben beschrieben wurde der Vektor nach der GroBnnaBstabprapara- 
tionstechnik aus 500 ml einer Obemachtkultur isoliert. 2 ug von pEx34c x 18521 wurden mit Hindlll verdaut 
und mit Hilfe von DE81 wie oben beschrieben gereinigt. AnschlieBend wurde wie folgt der linearisierte 
Vektor mit Bal31 - Nuklease verdaut: ca. 1 ug des mit Hindlll linearisierten Vektors wurden mit 1U Bal31- 
Nuklease (Biolabs) in 20 mM TrIsHCI pH = 8. 600 mM NaCI, 12 mM MgCI2 und 1 mM EDTA inkubiert. 
15 Aliquote Proben wurden nach 1-2-3-4-5-6 und 8 Minuten entnommen und durch Zugabe von EDTA 
(Endkonzentration 30 mM) wurde der Verdau gestoppt. Die DNA wurde durch EthanolprSzipitation wieder- 
gewonnen und 100 ng des Plasmids wurden mit 100 U T4-Ugase in 10 mM TrIsHCI pH = 7,5. 6 mM MgCI2, 
6 mM BME und 1 mM ATP Qber Nacht bei 15 "C inkubiert. Der T4-DNA-Ligaseansatz wurde direkt zur 
Transformation von E. coli W6(lambda) verwendet. Einige der Klone wurden gepickt und die jeweilige 
20 Plasmid DNA wurde nach Maxam und Gilbert sequenziert (Maxam, A und Gilbert, W., 1980, Nucleic Acids 
Res. 65. 499 - 560). Ein Klon dessen cDNA mit der HRV2-Nukleotidnummer 3321 (siehe Skern, T. et a!., 
1985, Nucleic Acids Res. 13. 2111 - 2126) endet, wurde 18731 benannt. Diese Deletionsmutante von 18521 
wurde als inaktives P2A-Enzymsubstrat zu Expressionsstudien herangezogen. 

25 Beispiel 2: 

Expression und Nachweis der Fusionsproteine 



Das Plasmid pEx34c x 18521 und Plasmide von Klonen des Bal31-Verdaus von pEx34c x 18521 

30 wurden in E. coli Zellen transferiert. Die Zellen wurden Ober Nacht bei 28 'C in LB-Medium (+100 mg 
Ampicillin/I und 25 mg Kanamycin/1) hochgezQchtet. Die Kulturen wurden anschlieBend 1 :5 mit vorgewarm- 
ten (42 • C) LB-Medium ohne Antibiotika verdQnnt (Induktion des !ambda-PL-Promotors) und fur 2 Stunden 
unter heftigem SchutteIn bei 42 inkubiert. Nach 2 Stunden wurden die Zeilen von 1 ml der Kultur 
geerntet (2 min in der Eppendorfzentrifuge. 4'C) und in 500 ul kalten Sonikierungspuffer (150 mM NaCI, 50 

35 mM TrisHCI pH = 8 und 1 mM EDTA) resuspendiert. Das Aufbrechen der Zellen wurde mit Hilfe eines M. S. 
E. Ultrasonic Power Gerates vorgenommen (3 mal je 5 sek; 1,7 Amp.), wobei zwischen den einzelnen 
Sonikierungen eine Pause von 45 sek eingeschaltet wurde, um ein Oberhitzen der Proben zu vermeiden. 
Unlosliches Material wurde anschlieBend durch 2 min Zentrifugation in der Eppendorfzentrifuge gewonnen 
und die Pellets in 200 ul Sample buffer (4% SDS. 125 mM TrisHCI pH = 6,8. 10% BME, 10% Glycerin und 

40 0,02% Bromphenolblau) gelost. Nach Erhitzen auf 95 •C fOr 4 min, wurden je 10 ul der Proben auf einem 
10% SDS-PAA-Gel (LMmmli, U. K., 1970, Nature 227 , 680-685) aufgetrennt. KontroIIexperimente zeigten, 
daB alle exprimlerten Proteine im Sonikierungspuffer unlosiich sind. Die Gele wurden anschlieBend mit 
Coomassie Brilliant Blue wie folgt gefarbt: 

-Farbung: 30- 60 min in 50% Methanol. 10% Essigsaure und 0,1% Coomassie Brilliant Blue 

45 - Entfarbung: Uber Nacht in 5% Methanol und 10% Essigsaure 

- Glycerinbad: 30 min in 7% Essigsaure und 2% Glycerin 

- Ethanolbad: 1 bis 2 min in 96% Ethanol 

- Trocknen: auf 3MM Papier; 2-3 Stunden bei 80 'C auf Geltrockner (Hoefer, SE 1160) 

In Fig. 13 ist ein typisches Bild einer Coomassie Brilliant Blue Anfarbung einer Expression von pEx34c x 
50 18521 in 537 zu sehen. Ebenfalls aufgetrennt wurde die Deletionsmutante 18731 (siehe Fig. 13). pEx34c x 
18731 endet bei Nukleotidnummer 3321 und besitzt daher das wahrscheinlich aktive Zentrum von P2A nicht 
mehr. 

Um die antigenische Spezifitat dieser exprimierten Formen von 18521 und 18731 aufzuzeigen wurde 
ein Western blot mit Hilfe eines polyklonalen Serums gegen VP1 durchgefOhrt (ATCC-VR-1 1 1 2 AS/GP; VP1 
55 ist integraler Bestandteil beider Expressionsplasmide pEx34c x 18521 bzw. 18731). Der Western blot wurde 
wie folgt durchgefQhrt: 

FOr den Elektrotransfer der aufgetrennten Proteine vom Gel auf die Nitrozellulose wurden 4 Lagen 3MM 
Papier (Whatman) und 1 Lage Nitrozellulose (Schleicher und Schuell, BA85. 0,45 um) genau den Abmes- 
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sungen des Trenngels entsprechend zurechtgeschnitten und in Transferpuffer pralnkubiert- 
20 mM Tris-Base 
150 mM Glycin 
20% Methanol p.a. 

(pH = 8,8; braucht nicht mehr titrlert zu werden). 

Die Zusammenstellung des "Transfer-Sandwich" erfolgte nach dem unten angefGhrten Schema (Luft- 
blasen vermeiden!): ^ 

Po!^^ ^ ^ Nitrozellulose -> 2 Lagen 3 f^M -> scotch brite -> + 

Das Proteingel wurde ebenfalls vor dem Zusammenbau 2 min In Transferpuffer aquilibriert. Der Transferouf- 
fer kann auch als 10 x Losung (24.2g Tris und 112.6 g Glycin pro Liter ohne Methanol) hergestellt werden 
Der Transfer wurde im Transferpuffer bei ca. 1 Ampere. 2 Stunden In einer Protein-Blot-Apparatur in 
Anwesenheit von 0.1% Empigen BB (Alkyldimethylammoniumbetain; Nr. 62 852, Marchon France SA) 
durchgefUhrt (R.E. Mandrell et al.; J. Immunol. Meth. 67. S. 1 (1984)). Die Effizienz des Transfers wurde an 
Hand der vorgefarbten Markerproteine OberprUft. 

Die RIter mit den daraufgebundenen Proteinen wurden Ober Nacht bei Raumtemperatur in 50 ml 
"Blocking Solution", das ist PBS; 
137.0mM NaCI 
2,7 mM KCI 
20 8.0 mM NaaHPO* 
1,5 mM KH2PO4 
0,5 mM MgCl2.6H20 
1.0 mM GaCl2.2H20 

mit 1% BSA. 1% Tween 20 (Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat) und 10% Hitze-inaktivlertem fotalem 
25 Kalberserum (HIFKS), gebadet. 

Das polyklonale Antiserum gegen VP1 (ATOG VR-1112 AS/GP) wurde vor Verwendung mit einem E coli - 
Lysat pramkubiert. urn E. coli - spezifische Antikorper zu entfemen. Dazu mischte man gleiche Volumina 
Antiserum und E. coli-Zellysat. inkubierte 2 Stunden bei Raumtemperatur und Ober Nacht bei 4*C Die 
kreuzreagierenden E. coli Proteine wurden als Immunoprazipitat durch Zentrifugation (5 min. Eppendorfzen- 
tnfuge) vom Uberstand getrennt. Das Nitrozellulosefilter wurde anschliefiend 3 Stunden in "Blocking 
Solution" mit dem polyklonalen Antikorper (prainkubiertes polyklonales Antiserum 1/500 bis 1/1000 in 
"Blocking Solution" verdunnt) in einer Plexiglasbox auf einer Wippe inkubiert. Danach wurde das Filter 
unter flieBendem Leitungswasser gut gespOlt (ca. 15 min) und dreimal je 15 min mit 50 ml PBS ( + 1% 
Tween 20) gewaschen. Im letzten Schritt wurde das Filter in ca. 50 ml "Blocking Solution" mit den 
alkahsche Phosphatase konjuglerten Kaninchen-Anti-Antikorper (1/5000 bis 1/7500 in "Blocking Solution" 
verdOnnt) 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, AbschlieBend wurde das RIter wieder unter flieBendem 
Leitungswasser gut gespGIt (15 min) und dreimal wie oben mit je 5o ml PBS ( + 1% Tween 20) gewaschen 
Die AnfMrbung erfolgte in 10 ml Phosphatasepuffer: 
100 mM TrisHCI pH=9.5 
40 100 mM NaCI 
5 mM MgCb 

in Anwesenheit der Farbstoffe Nitro-blue-TetrazoIium (NBT; 165 ug/ml) und 5-Bromo-4-chloro-3-indolyI- 
Phosphat (BCIP; 82.5 ug/ml). Das alkalische Phosphatase konjugierte Anti-Kaninchen-IgG (Fc). sowie die 
Farbstoffe NBT und BCIP stammen von Promega Biotec (Protoblot TM-System). Die Farbereaktion wurde 
ebenfalls durch SpOlen unter flieBendem Leitungswasser nach ca. 1 min abgestoppt. In Rg 14 ist ein 
typisches Biid eines Western blots von pEx34c x 18521 bzw. 18731 wiedergegeben. 

Beispiel 3: 
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Etablierung eines Expressionssystems zur Darstellung ursprOnglicher Protease 2A. sowie Analyse von 
Punktmutanten in dem wahrscheinlich aktiven Zentrum von 2A. 

Urn die Rolle einiger hochkonservierter Aminosauren in der Region des wahrscheinlich aktiven Zen- 
trums zu untersuchen (siehe Rg. 15). wurde unter Verwendung einer Oligonukleotidkassette die in vitro 
Mutagenese und die Deletion einzelner Aminosauren in dieser Region durchgefUhrt. Parallel dazu wurde 
55 diese Methode verwendet. um ursprUngliche Protease 2A zu exprimieren. 

Ausgehend von pEx18521 wurde durch Verdau mit Apa I (Nukleotidnummer 3458 der HRV2 cDNA) und 
Hind III (Restriktionsschnittstelle stammt aus der Polylinkerregion des Vektors; siehe Beispiel 1) nach 
Vorschrift des Herstellers (Biolabs) ein 264 bp langes DNA-Fragment gewonnen. welches durch zwei 
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doppelstrangige Oligonukleotide WT 12 und WT 34 mit Apa I/Hind III "sticky ends" ersetzt wurde (siehe 
ng. 16). Zunachst wurde je 1 M-g der einzelstrangigen Oligonukleotide WT1, \A/T2. WT3 und WT4 in jeweils 
10 Ul (20 mM TrisHCI pH = 7,5, 10 nnM MgC!2, 20 mM DTT und 1 mM ATP) mit je 2 U T4- 
Polynukleotidkinase (Biolabs) 30 nnin bei 37 • C kinasiert. AnschlieBend wurden die Kinaseansatze von WT1 

5 und WT2, bzw. von WT3 und WT4 vereinigt, 10 min bei 68 'C. 30 min bei 45 'C. 10 min bei Raumtempera- 
tur und anschlieBend kurz auf Eis inkubiert. Die dermafien kinasierten und hybridisierten Oligonukleotide 
wurden vereinigt. mit einer 10 mM ATP Losung wurde die Konzentration auf 1 mM eingestellt und fOr die 
Ligation mit 28 U T4-DNA-Ligase (Boehringer Mannheim) versetzt. Die Ligation selbst wurde zunachst 2 
Stunden bei 20 • C durchgefUhrt, dann wurden nochmals 7 U T4-DNA-Ligase zugesetzt und der Ligatibnsan- 

10 satz 40 Stunden bei 14 •C inkubiert. AnschlieBend wurde der Ligationsansatz bei 70*0 10 min inkubiert, mit 
einer 1M NaCI-Losung auf 100 mM gebracht und mit 50 U Apa ! und 20 U Hind III wurden die entstandenen 
multimeren Formen des Oligonukleotids "nachgeschnitten". Die Reinigung und Isolierung des konrekten, 
doppelstrSngigen Apa l/HInd III Fragmentes. sowie die RQckklonierung dieses Fragmentes in pEx18521 (mit 
Apa I und Hind III geschnitten) und die Identifikation mittels Sequenzierung wurde, wie in Beispiel 1 

15 beschrieben, durchgefUhrt. Ein posltiver Won wurde ausgewahit und zu Expressionsstudien sowie zu 
"trans "-Aktivitatstests herangezogen. Man erhielt auf diese Weise die Klone pEx2A, pEx2A Cys 106 --> 
Ser, - Cys 112 -> Ser bzw. - His 114 —> Gly. Die Induktion der Expression erfolgte genau wie in Beisplei 2 
beschrieben und erbrachte das in Fig. 17 und 18 gezeigte Ergebnis. 

20 Beispiel 4: 

Produktion des Peptidantikorpers PC20 

Die letzten 20 Aminosauren der Protease 2A stellen eine potentielle antigene Determinants dar. Ein 
25 Peptid (PC20), welches genau diese Aminosauresequenz aufwies. wurde synthetisiert und zur Induktion von 
Antikorpern in Kaninchen verwendet: 

570 ug dieses Peptids wurden in 0,4 ml PBS Losung aufgenommen und in einer 5 ml Spritze aufgezogen. 
In einer zweiten 5 ml Spritze wurden 0,5 ml Freund'sches Adjuvans (CAF; GIBCO) aufgezogen und die 
beiden Komponenten wurden anschlieBend mit Hilfe eines Dreiweg-Sperrhahnventils vermischt, bis eine 

30 Emulsion gebildet wurde. Das Kaninchen wurde im Ohr arteriell punktiert. um ein Pre-Serum fOr die 
Negativkontrolle zu erhalten. Die Immunisierung erfolgte durch subkutane Injektion der Peptid/CFA Mi- 
schung an 4 verschiedenen Stellen (0,2 ml/lnjektionsstelle) des Ruckenbereiches. Nach 5 Wochen wurde 
mit 1,2 ml Peptidlosung durch Injektion von jeweils 0,2 ml intramuskular in den Ruckenteil "geboostet". 
Acht Tage spater wurde das Blut durch Herzpunktion entnommen. Das Blut lieB man bei Zimmertemperatur 

35 gerinnen. Rbrin und geformte Bestandteile wurden mit einem sterilen Stabchen entfemt und das Blut bei 
2000 rpm zientrifugiert. Das Serum wurde aliquotisiert und bei -18 gelagert. 

Beispiel 5: 

40 EinfUhrung neuer singularer Erkennungssequenzen fUr Restriktionsenzyme in dem fOr die C-terminale 
Region von VP1 und die HRV2-2A kodierenden Abschnitt des Expressionsvektors pEx2A. 

im Zuge der Analyse der Spaltspezifitat und zur Einfuhrung von Deletionen im kodierenden Bereich fur 
HRV2-2A wurde ausgehend vom Expressionsvektor pEx2A (siehe Beispiel 3) ein modifiziertes Plasmid 
etabliert, das in der kodierenden Region um die Spaltstelle und in dem Bereich fur die Protease 2A neue 
45 singulare Erkennungssequenzen fOr Restriktionsenzyme aufweist. Dieses modifizierte Expressionssystem 
weist unter Beibehaltung der nativen Aminosauresequenz eine geanderte Nukleotidsequenz auf, die mit 
Hilfe von synthetischen doppelstrangigen Oligonukleotiden eingebracht wurde (Fig. 3). 

1 . Ausgehend vom Expressionsplasmid pEx2A wurde ein AccI Fragment (ca. 700 bp) unter Standardbe- 
dingungen isoliert. Dieses Fragment umfaBt den C-Terminus von VP1 , die gesamte kodierende Region 
50 von HRV2-2A (inklusive der Stoppkodons nach der letzten Aminosaure fQr die HRV2-2A). sowie Telle der 
Vektor-DNA (siehe Rg. 11). Das gereinigte Accl-Fragment von pEx2A wurde anschlieBend mit BstEII 
nachgeschnitten. Das groBere BstEII/Accl-Fragment (ca. 635 bp) wurde vom kieineren Accl/BstEII- 
Fragment (ca. 115 bp) abgetrennt, gereinigt und unter Standardbedingungen mit einem synthetischen 
doppelstrangigen Oligonukleotid (ca. 115 bp; siehe Rg. 4), welches dem kieinen Accl/BstEII-Fragment 
55 entspricht aber eine modifizierte Nukleinsauresequenz aufweist. ligiert. Das neu rekombinierte Accl- 
Fragment wurde mit AccI nachgeschnitten, um multimere Formen zu zerstoren, und in den ursprOngli- 
chen mit AccI linearisierten pEx2A-Vektor ligiert und in kompetente E. coli W6(l) transformiert Bnige 100 
Ampicillin-resistente Klone wurden erhalten und aufgrund von Restriktionsenzymanalysen 3 Klone ausge- 



EP 0 602 687 A1 



wahtt und sequenziert. Ein Klon pEx2A/21 wurde wie oben beschrieben in E. coli 537 transformiert und 

:s:rda:r x^^r^^ ^^^^ - ~ - z 

hrJ^^ L « Erkennungssequenren fOr Restriktionsenzyme, welche urspSnglich in der cD^£^ von 

^nS 2ll728Lrdfi HfR^ ""I^^" ^ cloppelstrangige Oligonukleotide (2A-1512AB, 2A-1600AB 

und 2A-1728AB). die die Region zw.schen der Apal und der BstEII Stelle von HRV2-2A reorasentieren 
(siehe Fig^64) l.giert. mit Apal/BstEII nachgeschnitten und in den mit Apal und bSei iSsS 
Sf^t^nS"' ''"'"''v • pEx2A.Vektor wurde verwendeTum kompSrE cSi W^ 

(I) 2u transformieren. Von emigen 100 Klonen warden 4 aufgrund des RestrikUonsmusters ausSewShtt 
sequenziert und damit kompetente E. coli 537 transformiert Das ExpressionZS^ elSHfons 
r^lT^ ^t'n^'"' ^^'^ PEX2A (slehe Rg f Spu 1) We in 

^naBlaT eingebrachte BstEII/Apal-Fragment singulare SchnittLten far BglH und 

Diese beiden neuen Expressionsvektoren pEx2A/21 und pEx2A/ll, ermoglichen es unter AusnQtzuno der 
SerTIs^at^rrn -^"^^^r- «g°""Weoti<le einzubauen. welche einerset zTSSyse 

Snnan l H ^ Jf f andererseits fOr Deletionsstudien herangezogen we^den 

konnen. urn die kleinste noch proteolytisch aktive Region von HRV2-2A zu ermitteln. 

Beispiel 6: 

25 Mutationsanalyse der PI Stelle der Protease 2A von HRV2. 

Die Mutationen der PI Position der Spaltstelle der Protease 2A von HRV2 Cm foloenden HRV2 2A 
genannt) wurden entweder im Expressionsvektorsystem pB<18521 oder pEx2A durchge^St 

■> Tyr Mutation an der Spaltstelle von HRV2-2A unter Verwendung des Expressionsvektorsystems 
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1. Ala 
30 pEx18521 



zu ^ir™ r ^ "^^^ ""^2 9^9^" "^y^"^'" ausgetauscht. Diese Mutation fQhrt 

Ts^ cZ S'^r'^TT ^-SP^'*^«"«- Poliovirus vorkommt (Toyoda. H. et at 

1986. CelK ^. 761 - 770). Ausgehend von dem isolierten 1.3 kb Pstl/Hindlll Fragment des Expressionl^- 

St'^vnn H '''"T BLUESCRIPT-Vektor (Stratagene Clon^g S^^emre^gt 

baut Von diesem neu rekombinierten Plasmid wurde mit Hilfe von Standardmethoden bzw nachX 
Vorschrift des Herstellers (Amersham kit: "Oligonucleotide-directed in vitro mutagenesis ™stem") dZ 
^eTst!^T:T'l. T y^TT Ei"zelstrangform wurde mit Hilfe de's OligonuSotTdi eS 
936 (siehe Rg. 1) nach der Vorschnft des Herstellers (Amersham kit: "Oligonucleotide-directed in vitro 
40 mutagenesis kit") durchfUhrt. Rekombinante Plasmide. die die Mutation enthielten. wurdrn d^h Seque^- 
2,erung verifiziert. Das die Mutation (Ala -> Tyr) enthaltende Pstl/Hindlll Fragment wurde ^sol^^un^dTu 
verwendet. das Wildtypfragment von pEx18521 zu ersetzen. " 

2. Mutationen an der Spaltstelle von HRV2-2A unter Verwendung des Expressionsvektors pEx2A. 

Ein Derivat des Vektors pEx2A. namlich pEx2A/21. welches unter anderem eine neu generierte Mlul 
&kennungssequenz an Position 3137 der HRV2^DNA enthSIt (siehe Beispiel 5). wurde dL verwendet 
ZJSL." ^°PP«'^^«"9^9^" Oligonukleotiden (siehe Rg. 1) weitere Mutationen in und urn di^ 

«n Em/f nt.A "'^ geschaffene Restriktionsstelle Mlul und die ursprOnglich in der 

50 HRV2-CDNA vorhandene BstEII-Stelle verwendet wurden. Dabei reprSsentiert z. B. ein dopS^^giges 

SrSe Rg'l, ^~*yP HRV89''^Sunden 

Die Praparation der Vektor-DNA. die Integration des doppelstrSngigen Oligonukleotids und die DNA- 
5. rf h*^ standardmethoden durchgefOhrt. Die Expression der mutierten Proteine wurde 

pIL^ ; ^-i^^" """^ vorgenommen. Die Expressionsprodukte wurderf arsoi' 

bloSLTJ " R9. 2A und 2B). Identische Polyacrylamidgele wurden einer Western^ 

S ^^'yf ® ""tf'^orfe"' ^obB, einerseits ein monoklonaler Mausantikdrper. der gegen den N-tennrnaten 
Ten der MS2-Polymerase gerichtet ist. verwendet wurde (z. B. der anti-MS2-Pol: H^sen J etTEmbo 
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Journal, Vol. 7, 1785-1791 (1988)); andererseits wurde ein polyklonales Kaninchenantiserum eingesetzt, das 
ein Peptid erkennt, welches aus den letzten 20 Anninosauren der ursprUnglichen HRV2-2A besteht (im 
folgenden anti-PC20 genannt). Konstruktionen. die die AminosMuren Glutamin, Leucin, Methionin. Phenylala- 
nin und Tyrosin an der PI Position aufweisen, wurden ebenso effizient gespalten wie der Wildtyp, was aus 

5 dem Fehlen der Banden des ungespaltenen Materials be! 65Kd (m Fall der Tyrosinmutation be\ 75Kd) 
hervorgeht. Die Mutanten. welche Valin Oder Isoleucin an der PI Stelle aufweisen, wurden jedoch nicht 
vollstandig prozessiert. Bei Verwendung der Valin enthaltenden Konstruktlon wurde 25% des induzierten 
Proteins nicht prozessiert; befindet sich ein Isoleucinrest an dieser Stelle, so wurde sogar 50% des 
induzierten Materials nicht gespalten. Eine deutliche Reduktion der Spalteffizienz findet man auch t>ei 

10 Verwendung derjenigen Aminosauren in Position PI -4 und PI '-4' wie sie Im Serotyp HRV89 vorgefunden 
werden (ca. 65-70% des induzierten Proteins wird nicht prozessiert). 

Zusammenfassend ist zu sagen, daB die Aminosauren Isoleucin und Valin offensichtiich nicht sehr gut 
In das aktive Zentrum der HRV2-2A passen; dies Ist umso bemerkenswerter, als Valin jene AminosSure ist, 
welche in der PI Stelle von HRV89 anzutreffen ist MQglicherweise st5rt die Methylgruppe des j8-C-Atoms 

75 die Topographie des aktiven Zentrums bzw. eine zur proteolytischen Spaltung notwendlge strukturelle 
Veranderung des Substrates. Es Ist daher anzunehmen, daB Unterschiede in den Strukturen der aktiven 
Zentren der 2A zwischen den Serotypen HRV2 und HRV89 bestehen. 

Beispiel 7: 

20 

Der EinfluB unterschiedlicher Peptidsubstrate und verschiedener Inkubationsbedingungen auf die Effi- 
zienz der "trans "-Akti vita t von HRV2-2A in vitro . 

Die in diesem Beispiel verwendeten Peptide wurden zum Teil von der Rrma "Multiple Peptide 
Systems" (San Diego; California. USA) erworben Oder nach der "solid phase" Methode (Merrifield, R.B, 

25 1963, J. Am. Chem. Soc, 85, 2149 - 2154) synthetisiert. Die Peptide wurden anschlieBend Qber "reverse 
phase" HPLC gereinigt (0,1% Trifluoressigsaure und Acetonitril als mobile Phase) und mit Hilfe von HPLC 
Analyse, "fast atom bombardment mass spectrometry (FAB-MS) und Aminosauresequenzierung (Huhkapil- 
ler, M.W. and Hood, L.E., 1983, Science, 219 , 650 - 659) identifiziert. Wenn nicht anders angegeben weisen 
alle verwendeten Peptide aus StabilitatsgrOnden einen mit einer Acetylgruppe blockierten N-Termlnus auf, 

30 der C-Terminus liegt immer als Saureamid vor. 

Die Induktion der 2A Expressionssysteme Im E. coli Stamm 537 erfolgte wie in Beispiel 2 beschrieben. 
Nach 2 Stunden Inkubation bei 42^C wurden die Zellen von 1 ml der Kultur geerntet (30 sek In der 
Eppendorfzentrifuge, 4°C) und in 500 ul "trans "-Aktivitatspuffer (50 mM Tris HCI pH = 8,0, 2,5 M NaCI und 1 
mM EDTA) resuspendiert. Das Aufbrechen der Zellen wurde mit Hilfe etnes M.S.E. Ultrasonic Power 

35 Gerates vorgenommen (30 sek; im Eiswasserbad). Unlosliches Material wurde durch Zentrifugation bei 100 
000 g (4^*0, 30 min in der Ultrazentrifuge; Rotortype Ti 50, Beckmann) entfernt und 100 ul dieses 
Oberstandes wurden jeweils mit 5 ul einer wassrigen Peptidlosung (4 mg/ml) versetzt und 30 min bei 37^*0 
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe des gleichen Volumens an 1 M HCIO4 abgestoppt. Die Proben 
wurden anschlieBend 20 min auf Eis inkubiert, 10 min bei 4°C zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge), mit 

40 gleichem Volumen an 1,4 M K2HPO4 versetzt. 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und das entstandene 
Prazipitat durch Zentrifugation entfernt (5 min Eppendorfzentrifuge). Der das Peptid enthaltende Ot)erstand 
wurde anschlieBend uber "reverse phase" HPLC aufgetrennt. Im folgenden sind alle wichtigen HPLC-Daten 
fUr die Peptidanalyse aufgelistet: 

45 HPLC Aniage : 

Automatischer Injektor: Waters WISP 710 A 

HPLC Pumpen: Waters Modell 510 (2 Pumpen Mischung hochdruck- 

seitig) 

50 Gradientensteuerung: Absorbance Detector 214 nm Extended Module: 280 

nm (Rltergerat) 

Waters Temperatur Controller (30°C) Integrator: Waters OA 1 Data System (ident mit Hewlett Pak- 

kard: 3390 A Integrator) 

55 HPLC Bedingungen : 



Saule: 



Bakerbond CI 8 5 mm 4,6*250 mm Fotometerempfindlichkeit: 214 nm: 0,5 
AUFS 280 nm: 0,05 AUFS 
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Schreiber: 
RuB: 

Temperatur der Saule: 
Einspritzmenge der Probe: 
Laufmittel A: 
Laufmittel B: 



Empfindlichkeit 10 mV 

Vorschub: 1 cm/min 

Iml/min 

30°C 

150 ul 

Dest Wasser + 0,1% Trifluoressigsaure 
Acetonrtril + 0.1% Trifluoressigsaure 



Gradientenbedingungen: 



Isokratisch 


1 Minute 


90% A 


10% B 


Linearer Gradient 


27 MInuten 


60% A 


40% B 


□nearer Gradient 


1 Minute 


20% A 


80% B 


Isokratisch 


5 MInuten 


20% A 


80% B 



Integratoreinsteliungen: 

Attenuation: 8 
Threshold: 7 

Chart Speed: 0,5 cm/min (von 8-30 min. sonst 0,2 cm/min) 
Vorbereitung der HPLC-Proben : 

Die Proben wurden am SchOttelfinger geschOttelt. 10 sek im Ultraschallbad behandelt. zentrifugiert 
(Eppendorfzentrifuge) und der Oberstand injiziert. 

Die Identifizierung der Peptide und deren Spaltprodukte erfolgte bei Verwendung des ursprUnglich 16 
Aminosauren langen Peptid-Substrats (Ac-TRPIITTAGPSDMYVH-NHs. Peptid H) durch ein Referenzpeptid 
(GPSDMYVH-NH2), das das C-terminale Spaltprodukt darstellt. Die Spaltung des Peptids H, welche 
spezifisch zwischen AJanin und Glycin erfolgt, diente bei alien Untersuchungen aJs Bezugssystem. Bei 
Verwendung modifizierter Peptidsubstrate wurden die C-terminalen Spaltprodukte durch N-terminale Se- 
quenzierung (Hunkapiller. M. W. and Hood. L. E. loc. cit). die am N-Terminus mit einer Acetylgruppe 
blockierten N-terminalen Spaltprodukte durch Beckman Aminosaureanalyse identifiziert. 

1. Ausgehend von dem Standardpeptid H wurde zunachst die Frage der Peptidlange und ihr EinfluB auf 
die Effizienz der "trans "-Aktivitat untersucht. Eine asymmetrlsche VerkOrzung der Peptide am N- 
Terminus (siehe Fig. 7; Peptide H. A. B. C, D und E) zeigte» daB zumindest 5 AminosMuren der P-Region 
(entsprechen den letzten C-terminalen Aminosauren von VP1) fOr eine Spaltung in trans vorhanden sein 
mUssen. 

Bei einer symmetrischen Verkurzung der Spaltpeptide (siehe Frg. 7; Peptide G, I und J) wurde bei einer 
Peptidlange von 7 und 10 Aminosauren (Peptide J und I) keine Spaltung. bei Verwendung eines 12 
Aminosauren langen Peptidsubstrats (Peptid G) nur eine geringfUgige Spaltung beobachtet. 

2. Die in Poliovirus zwischen VP1 und 2A von Polio-2A durchgefOhrte Spaltung erfolgt zwischen Tyrosin 
und Glycin. Eine weitere Spaltung wird bei Poliovirus in der 3CD Region ebenfalls zwischen Tyrosin und 
Glycin durchgefuhrt (Toyoda, H. et_al.; loc. cit.). Die Frage. ob HRV2-2A das Polio-Spaltsignal akzeptiert, 
wurde mit Hilfe weiterer Peptidsubstrate beantwortet (siehe Rg.7; Peptide F und K). Ersetzt man das 
Spaltsignal Ala/Gly fOr die HRV2-2A durch das fOr die Polio-2A (Tyr/Gly) ohne alle anderen Aminosauren 
auszutauschen. so konnen diese beiden Peptide mit der gleichen Effizienz wie die nativen Peptidsubstra- 
te vergleichbarer Lange von HRV2-2A gespalten werden. Verwendet man jedoch Peptide (siehe Fig. 7; 
Peptide Polio 2A/I und 2A/II), welche nicht nur das Spaltsignal sondern die gesamte ursprOngliche 
Spaltregion von Poliovirus reprasentieren. so erfolgt keine Spaltung durch HRV2-2A, Das Peptid Polio 
2A/1 reprasentiert die Spaltstelle VP1/2A fur die Protease 2A von Poliovirus Typ 1 und 2A/il stellt die 
altemative Spaltstelle fUr die Protease 2 A in 3CD fOr Poliovirus Typ 1 dar. 

3. Bei der Austestung von verschiedenen Inkubationsbedingungen konnte gezeigt werden, dafi in 
Anwesenheit von 2.5 M NaCI im "trans"-Aktivitatspuffer (siehe Tab. 1) eine vollstandige Spaltung des 
Peptidsubstrats durch HRV2-2A erfolgt und keineriei unspezifischer Abbau der Peptidsubstrate und 
deren Spal^rodukte mehr eintritt (gezeigt am Beispiel der Transspaltung von Peptid K; siehe Rg. 8). Bei 
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diesen Untersuchungen wurde aus GrOnden der besseren Stabilrtat bzw. Ausbeute bei der Peptidsynthe- 
se anstelle des ursprtlnglichen Peptids H das Peptid K eingesetzt. Alle unten angefOhrten Ergebnisse mit 
Peptid K konnen jedoch bei Verwendung des Peptids H mit gleicher Effizienz reproduziert werden. 

4. Zur weiteren Charakterisierung der HRV2-2A wurde der EinfluB verschiedener Detergentier). Losungs- 
5 und Denaturierungsmittel auf die Effizienz der "trans "-Aktivitat von HRV2-2A untersucht. Der "trans"- 

Aktivitatstest wurde unter den oben angegebenen Standardbedingungen (mit Ausnahme von nur 0,5 M 
NaCI im "trans"-Aktivitatspuffer) durchgefQhrt. Als Substrat dieser Testserie wurde das Peptid K 
verwendet. Dabei stellte sich heraus. daB samtliche verwendeten Detergentien wie Empigen (Alkyl- 
dimethyl-ammonium-betain). NP40 (Octyl-phenol-ethylenoxid). 7WEEN 20 (Polyoxyethylensorbitan-Mo- 

10 nolaurat), DMSO (Dimethylsulfoxid) und sogar Glycerin einen drastisch negativen EinfluB auf die "trans"- 
Aktivitat von HRV2-2A ausOben (Tab. 1). Selbst bei niedrigsten VerdGnnungsstufen wurde -mit Ausnah- 
me von DMSO- eine 30%-ige Inhibierung festgestellt. Substanzen wie Ammoniumsulfat, Guanidinium- 
Hydrochlorid und Harnstoff zeigten dagegen einen vergleichsweise wesentlich geringeren EinfluB auf die 
"trans"-Aktivitat. Die Verwendung von hohen lonenstarken (bis zu 2.5 M NaCI) inhibierte die "trans"- 

75 Aktivitat nicht. Die Anwesenheit hoher NaCI-Konzentrationen fOhrte im Gegenteil zu einer erhohten 
Effizienz der "trans "-Aktivitat (100% Spaltung des Peptidsubstrats. Unterdruckung des unspezifischen 
Abbaus der Peptidspaltprodukte usw.). 

5. Das polyklonale Antiserum anti-PC20, welches gegen die letzten 20 Aminosauren der ursprQngllchen 
Protease 2A gerichtet ist. erkennt HRV2-2A auf Western-blots (Sommergruber, W. et a!., loc. cit.). Um 

20 den EinfluB von anti-PC20 auf die Effizienz der "trans "-Aktivitat festzustellen, wurden stelgende Mengen 
an anti-PC20 zu den unter Standardbedingungen (mit Ausnahme von nur 150 mM NaCI) durchgefUhrten 
"trans "-Aktivitatstests zugesetzt (siehe Rg. 10). Dieser Versuch. bei welchem das Peptid K als Peptid- 
substrat verwendet wurde. zeigte. daB anti-PC20 keinen EinfluB auf die "trans"-Aktivitat von 2A ausClbt. 

25 Beispiel 8: 

Mutationsanalyse der Spaltstelle der Protease 2A von HRV2. 

1 . Mutationen der Pi Stelle der Protease 2A von HRV2 (im folgenden HRV2-2A genannt). 

30 

Es wurde der Alaninrest gegen einen Threoninrest ausgetauscht, da Threonin eine Hydroxy Igruppe am 
^-C-Atom besitzt. 

Ein Derivat des Vektors pEx2A, namlich pEx2A/21, welches unter anderem eine neu generierte Mlu I 
Erkennungssequenz an Position 3137 der HRV2-cDNA und eine neu eingefuhrte Ava I Stelle (Position 31 63, 

35 siehe Figur 4) enthalt. wurde verwendet, um mit Hilfe eines doppelstrangigen Oligonukleotids (siehe Rgur 
19) in die Pi Stelle die Ala~>Thr Mutation einzufuhren, wobei die neu geschaffenen Restriktionsstellen Mlu 
I und Ava I genutzt wurden. Fur die Konstruktlonen wurden das Oligonukleotid aus Figur 19 mit dem 0,45kb 
Mlu I / Hind III Fragment und dem 3,7kb Ava I /Hind III Fragment von pEx2A/21 ligiert. 

Die Preparation der Vektor-DNA. der Einbau des doppelstrangigen Oligonukleotids und die DNA- 

40 Sequenzierung wurden nach Standardmethoden durchgefUhrt. Die Expression des mutierten Proteins 
wurde. wie beschrieben. in E. coli 537 bzw. AR58 vorgenommen. Die Expressionsprodukte wurden auf 
SDS-Polyacrylamidgelen analysiert (siehe Rgur 24); die Auswirkung der Mutationen auf die Spaltung wurde 
durch Densitometrie ermittelt, indem das Verhaltnis zwischen gespaltenem und nicht-gespaltenem Polypep- 
tid gemessen wurde. Auch die im Beispiel 6 angeftihrten Pi-Mutanten wurden nach dieser Methode 

45 getestet (siehe Figur 24). 

FOr die Densitometrie wurde das Polyacrylamidgel zwischen zwei Blatter vorher ausgekochter Zello- 
phanfolie (Bio-Rad) gelegt und getrocknet. Die Polypeptide auf den Spuren wurden nach Anfarben mit 
Coomassie Blau dann auf einem Beckmann DU8 Spectralphotometer Oder einem Sebia Preference Ecran 
Densitometer quantitativ bestimmt. Identische Polyacrylamidgele wurden einer Westem-blot Analyse unter- 

50 worfen. wobei einerseits ein monoklonaler Mausantikorper. der gegen den N-terminalen Teil der MS2- 
Polymerase gerichtet ist. (anti-MS2-Pol; Hansen. J. et al.. EMBO Journal. Vol. 7, 1785-1791 (1988)) 
andererseits ein polyklonales Kaninchenantiserum, das ein Peptid erkennt. welches aus den letzten 20 
Aminosauren der ursprOnglichen HRV2-2A besteht (im folgenden anti-PC20 genannt; Sommergruber, W. et 
al., loc. cit.) eingesetzt wurde. 

55 Das Expressionsprodukt der Konstruktion mit dem Ala~>Thr Austausch an der Pi Stelle wurde gut 
gespaiten. 
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2. Mutationen der Pi * Stelle der Protease 2A von HRV2 . 

Ein Derivat des Vektors pEx2A. namlich pEx2A/21. welches unter anderem eine neu generierte Mlu I 
Erkennungssequenz an Position 3137 der HRV2-cDNA enthaJt, wurde venwendet, urn mit Hilfe von 
doppelstrangigen Oligonukleotiden (siehe Rgur 20) in die Pi ' Steile Mutationen einzufOhren, wobei die neu 
geschaffene Restriktionsstelle Mlu I und die urspranglich in der HRV2-cDNA vorhandene Bst Ell Stelle 
verwendet wurde. Die Konstruktion und die Analyse der Mutationen wurde wie oben beschrieben durchge- 
fCjhrt; die Analyse der Ergebnisse auf Polyacrylamldgelen 1st in Rgur 25 gezeigt. 

Konstruktionen. die die AminosMuren Tryptophan, Lysin. Threonin und Glutaminsaure an der Pr Stelle 
aufweisen, wurden nicht gespalten. was aus dem Fehlen der dem gespaltenen Material entsprechenden 
Bande bei 50kd hervorgeht. Eine Konstruktion, in der das Glycin an der Pi' Stelle deletiert worden war, 
wurde ebenfalls nicht gespalten. 

Das Derivat des Vektors pEx2A/21 wurde aufierdem dazu verwendet. um mit Hilfe von doppelstrMngigen 
Oligonukleotiden (siehe Figur 21) Mutationen in die Pz*, die P*' und die Pg' Stellen der Spaltstelle der 
Protease 2A einzufOhren. Es wurden wieder die neu geschaffene Mlu I und die urspUnglich In der HRV2- 
cDNA vorhandene Bst Ell Stelle verwendet. Die Konstruktion und die Analyse der Mutationen wurde wie 
oben beschrieben durchgefOhrt; die Analyse der Ergebnisse auf Polyacrylamldgelen ist in Rgur 25 gezeigt. 
Die Konstruktion. die eine Deletion des Prolinrestes an der P2' Stelle besitzt, wurde nicht gespalten. Der 
Austausch des Vaiinrestes an der Ps' Stelle gegen Asparaginsaure fOhrte zu einer 30% Reduktion der 
Spalteffizienz. durch Threonin an derselben Stelle wurde hingegen die Effizienz nicht beeinfluBt Die 
Anwesenheit eines Threoninrestes in der P+* Stelle zeigte auch keinerlei EinfluB auf die Aktivitat der HRV2- 
2A Protease. 

Desweiteren wurde dieses System verwendet. um den EinfluB der Sequenz zwischen Pt und Pa' auf 
die proteolytische Aktivitat von HRV2-2A zu untersuchen. Als Ausgangsbasis dienten die natGrlichen 
Sequenzen. die in HRV14 und Poliovlrus vorkommen (die Sequenzen von Poliovirus Serotyp 1, 2 und 3 
(Sabin-Stamme) sind in dieser Region identisch). Die Sequenzen fOr die Mutagenese sind in Rgur 22 
gezeigt. Die Oligonukleotide in Figur 22 wurden wie oben beschrieben dazu in den Vektor pEx2A/21 
eingebracht und die exprimierten Proteine analysiert (siehe Rgur 26). Das exprimierte Protein der Konstruk- 
tion mit der P/ - Pa' {P2' Leu -> Pro) Sequenz von HRV14 wurde nicht prozessiert. Eine Spaltung des 
exprimierten Proteins wurde weder in der Konstruktion beobachtet, die die Pt - P9* Sequenz von Poliovirus 
besitzt, noch in einer sehr ahnlichen Konstruktion. die eine Variante der Pi' - Ps' Poliosequenz darstellt (P+* 
His -> Met. Pg' Asn -> Tyr). 

3, Spaltung der 2A Protease von HRV2 an der Spaltstelle von HRV89 

Nochmals wurden Mutanten mit Hilfe des Vektors pEx2A/21 hergestellt. wobei statt der Bst Ell Stelle, 
die neu eingefuhrte Ava I Stelle (Position 3163. siehe Figur 4) verwendet wurde. FOr die Konstruktionen 
wurden die Oligonukleotide in Figur 23 mit dem 0.45kb Mlu I / Hind III Fragment und dem 3.7kb Ava ! /Hind 
III Fragment von pEx2A/21 ligiert. Die Konstruktion und Analyse der Mutationen wurde wie oben durchge- 
fUhrt; die daraus resultierenden Polyacrylamidgeie sind in Figur 27 gezeigt. Aus der Spattung der 
exprimierten Proteine geht klar hervor. daB die Protease HRV2-2A jene Spaltstellen. die die Aminosauren 
von HRV89 aufweisen. nicht gut erkennen kann. Um dieses Ergebnis zu untermauern. wurde jene Sequenz 
eingebaut, die der der Spaltstellenregion des humanen Rhinovirus Serotyp IB entspricht: 



Arg-Pro-Ile-Ile-Thr-Thr-Ala-Gly-Pro-Ser-Asp-Met-Tyr-Val- 
His-Val gegen 

Arg-Ala-Ser-Met-Lys-Thr-Val-Gly-Pro-Ser-Asp-Leu-Tyr-Val- 
His-Val. 

Die Sequenz hat an der Pi Stelle einen Valinrest: das Expressionsprodukt wurde nur zu 65% gespalten, 
wie in Rgur 26 zu sehen ist. 



26 
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Beispiel 9: 

Expression der Protease 2A von HRV89 und Untersuchung der Spaltspezifitat. 
1. Expression der Protease 2A von HRV89 (\m folgenden HRV89-2A genannt). 

5 Um zu zeigen, daB auch das 2A Gen von HRV89 (EPA 261 403) fOr eine Protease kodlert, wurde 

eine DNA Konstruktion hergestellt, in der ein DNA Fragment, das der Region des 2A Gens entspricht, an 
das fOr das HRV2-VP1 kodierende DNA Fragment gebunden wurde. Nach Expression dieses Hybrids im 
pEx System kann aus der L3nge des Fusionsproteins darauf geschlossen werden. ob das 2A Protein von 
HRV89 als Protease fungiert. Die Unterschiede im 2A Gen zwischen HRV2 und HRV89 sind in Rgur 28 

10 zu sehen. 

Um diese Konstruktion zu erhalten, wurde folgender Weg beschritten. Als Ausgangsplasmid wurde 
das im Beispiel 6 beschriebene Derivat von pEx2A/21 verwendet, das Im Bereich der Spaltstelle in den 
Positionen Pi-4/Pr-4' fOr eine Aminosauresequenz kodiert, wie sie im Serotyp HRV89 vorkommt (Im 
folgenden pEx2A/Pi-4/Pr-4V89genannt). Zuerst wurde das Pvu ll/HInd III Fragment am C-Terminus der 

75 HRV2-2A (siehe Rg. 30) durch ein synthetisches Oligonukleotid ersetzt. das die Sequenz der HRV89-2A 
besltzt (Rgur 29). Das erhaltene Plasmid (pEx2A/S89"/C89 genannt) wurde dann mit Mlu I und Pvu II 
verdaut und mit einem synthetischen Mlu l/Nsp (7524) I Oligonukleotid (siehe Rgur 29) und einem Nsp 
(7524) l/Pvu II Fragment ligiert, wie in Rgur 30 dargestellt. Das synthetische Oligonukleotid kodiert fOr 
die Spaltstelle, wie sie im Serotyp HRV89 vorgefunden wird. und das Nsp (7524) l/Pvu II Fragment 

20 kodiert fur die HRV89-2A von Aminosaure 9 bis 121. Dieses Fragment kann beispielsweise aus dem 
Klon HRV89/68 gewonnen werden, der in der EPA 261 403 beschrieben worden ist. 

Dabei wurde ein Plasmid erhalten, das pEx2A/S89/89 benannt wurde (siehe Rgur 29 und Rgur 30). 
Zwei weitere Mutanten von pEx2A/S89/89 wurden konstruiert, um den ElnfluB der einzelnen Aminosauren 
auf die Spalteffiztenz zu GberprOfen. Wiederum wurden die Mutanten durch den Einbau von doppelstran- 

25 gigen Oligonukleotiden erhalten, wobei die oben erwahnte Mlu I Restriktionsstelle und eine neu im Mlu 
l/Nsp (7524) I Oligonukleotid vorhandene Cla I Restriktionsstelle genutzt wurde (siehe Rgur 29). In einer 
Mutation (im folgenden pEx2A/S2/89 genannt) wurde die HRV2 Spaltstelle wiederhergestellt. In der 
zweiten (im folgenden pEx2A/S89V89 genannt) wurde ein Austausch von Valin gegen Alanin an der PI 
Stelle durchgefGhrt (siehe Rgur 29). 

30 Die Praparation der Vektor-DNA. der Einbau der doppelstrangigen Oligonukleotide und die DNA- 

Sequenzierung wurden nach Standardmethoden durchgefOhrt. Die Expression des mutierten Proteins 
wurde. wie oben beschrieben. in E. coli 537 bzw. AR58 vorgenommen. Die Expresslonsprodukte wurden 
auf SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und mit Coomassie Blau gefarbt (Rgur 31). Identische Poly- 
acrylamidgele wurden einer Westem-blot Analyse unterworfen, wobei einerseits ein mpnoklonaler Maus- 

35 Antikorper, der gegen den N-terminalen Toil der MS2-Polymerase gerichtet ist (anti-MS2-Pol; Hansen. J. 
et al., EMBO Journal, Vol. 7, 1785-1791 (1988)), andererseits ein polyklonales Kaninchen-Antiserum (anti- 
PC20) eingesetzt wurde. 

Die Analyse der Expresslonsprodukte der drei Konstruktionen mit der HRV89-2A ist in Rgur 31 zu 
sehen. Das Fusionsprotein der Mutante. die die HRV2 Spaltstelle (pEx2A/S2/89) besitzt. wird fast 

40 vollstandig gespalten; das HRV89-2A Enzym kann daher die HRV2 Spaltstelle genauso effizient wie das 
HRV2-2A Enzym erkennen. Das ungespaltene Produkt wandert bei der Konstruktion mit dem HRV89-2A 
etwas langsamer, obwohl die beiden 2A-Proteine die gleiche Zahl an Aminosauren besitzen. Moglicher- 
weise haben die 13 Unterschiede in der AminosSuresequenz einen EinfluB auf die Mobilitat des 2A 
Polypeptids. Die Interpretation der Ergebntsse mit den anderen zwei Konstruktionen mit der HRV89-2A 

45 (pEx2A/S89/89 und pEx2A/S89V89) wurde dadurch erschwert. daB zusatzlich zu den erwarteten 85kD 
und 50kD Produkten zwei andere Banden mit Molekulargewlchten von 62kD und 60kD gefunden wurden. 
Eine genauere UberprOfung der Banden von der Mutante pEx2A/S2/89 mit der HRV2 Spaltstelle zeigte. 
dafi diese Banden auch bei dieser Konstruktion vorhanden waren. Diese Banden wurden nicht von anti- 
PC20 erkannt und besitzen daher nicht das C-terminale Ende vom 2A Protein; es scheint daher mdglich, 

50 daB die Banden durch ein Pausieren der Ribosomen Oder einen Kettenabbruch in der Region vor dem C- 
Terminus des Polypeptids verursacht wurde. Obwohl es nur vier Unterschiede in dieser Region zwischen 
den 2A Polypeptiden des HRV2 und des HRV89 auf der Proteinebene gibt. ist die "Codon-Usage" sehr 
verschieden. Die Analyse der Expresslonsprodukte von der IntermediMrkonstruktion pEx2A/S89"/C89 
zeigte auch ein etwas groGeres, ungespaltenes Produkt und die Anwesenheit von zwei zusatzlichen 

55 Banden. was darauf hinweist, daB die GrOnde dafUr mit dem Bereich der letzten 20 Aminosauren in 
Zusammenhang stehen. 

Trotz der Anwesenheit der zwei zusMtzlichen Banden ist es offensichtlich. daB in dem hier beschrie- 
benen Expressionssystem die HRV89-2A die HRV2-2A Spaltstelle besser erkennen kann als ihre eigene, 
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'^ll't.^" hSheren Anteil an ungespaKenem Produkt bei den Konstniktionen pEx2A/S89V89 und 
pEx2A/S89/89 zu erkennen 1st. Offenbar ist dabei die Anwesenheit von Alanin an der PI Stelle fOr die 

h^ mSCS'p""''^'^.'"^''"^^"''^"^- ""^^2A ist hingegen die Situation etwas anders: 

das HRV89-2A Enzym schemt seme eigene Spaltstelle nicht besonders gut zu erkennen. Es ist moglich 

tln^ZJT^::°V^. T""'^' ""^^^ "'^^'^'^^ -"Sglicherweise haben sie 

uowoo L" Konfonnabon des 2A-PoIypeptids. Auch die Konfomiation der Kapsidproteine voii 

HRV89 konnte eine Roile bei der Spaltung spielen. Denkbar ware es, daB der langsamen Spaltung eine 
biolc^ische Funkbon z: B. bei der Virusreplikafion zukommt. ist es doch eine Tatsache. daB der HRVa9 
Serotyp deutlich iangsamer wSchst als der HRV2 Serotyp. 



28 
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SEQUENCE USTING 



(1) GENERAL INFORMATION: 

(0 APPUCANT: 

(A) NAME: Boehringer Ingelheim International GmbH 

(B) STREET: BingerStr. 

(C) CITY: Ingelheim am Rhein (DE) 

(D) STATE: . 

(E) COUNTRY: Deutschland 

(F) POSTAL CODE (ZIP): 55216 

(G) TELEPHONE: 06132/77-2770 

(H) TELEFAX: 06132-774377 

(I) TELEX 4187910 bid 

(iO TITLE OF INVENTION: MODIFIZIERTE VP1 A/P2 REGIONEN 
DES RHINOVIRALEN SYSTEMS 

(iiO NUMBER OF SEQUENCES: 63 

(iv) COMPUTER READABLE FORM: 

(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.25 (EPO) 

<v) CURRENT APPLICATION DATA: 

APPLICATION NUMBER: EP 88121480.3 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 1 : 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 28 base pairs 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

00 MOLECULE TYPE: cDNA 
(iiO ANTI-SENSE: NO 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 
(B) CLONE: wl (Fig. 1) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 1: 
ATTATCACTA CAGCTGGCCC CAGTGACA 28 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 23 base pairs 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDHA 
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(iiO ANTI-SENSE: NO 



(viO IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: mutation oligo EBI 936 (Fig. 1) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2: 
GTGATGTATA CCGGGGTCAC TGT 23 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 28 base pairs 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ti) MOLECULE TYPE: CDNA 
Oil) ANTI-SENSE: NO 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: Ala to Tyr (Fig. 1) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 3: 
ATTATCACTA CATATGGCCC CAGTGACA 28 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: double 
(P) TOPOLOGY: linear 

00 MOLECULE TYPE: cDNA 

(iiO ANTI-SENSE: NO 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 
(B) CLONE: wt (Fig. 1) 



(XI) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 4: 
CGCGTCCAAT TATCACTACA GCTGGCCCCA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: double 
P) TOPOLOGY: linear 



30 
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(iO MOLECULE TYPE: cDNA 
Q\l) ANTI-SENSE: NO 



(viO IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: AJa to Gin (Fig. 1) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 5: 
CGCGTCCAAT TATCACTACA CAGGGCCCCA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pains 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(iO MOLECULE TYPE: cONA 



(viO IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: Ala to lie (Fig. 1) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 6: 
CGCGTCCAAT TATCACTACA ATCGGCCCCA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA 
(liD ANTI-SENSE: NO 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: Ala to Leu (Fig. 1) 



(X) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 7: 
CGCGTCCAAT TATCACTACA CTGGGCCCCA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 8: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
(A) LENGTH: 51 base pairs 
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(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEONESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(iO MOLECULE TYPE: cDNA 
(iii) ANTI-SENSE: NO 



{viO IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: Ala to Met (Fig. 1) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 8: 
CGCGTCCAAT TATCACTACA ATGGGCCCCA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 9: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEONESS: double 
<D) TOPOLOGY: linear 

OD MOLECULE TYPE: cDNA 

Oil) ANTI-SENSE: NO 



(vil) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: Ala to Phe (Fig. 1) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 9: 
CGCGTCCAAT TATCACTACA TTCGGCCCCA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEONESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cONA 
Cili) ANTI-SENSE: NO 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: Ala to Vat (Fig. 1) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 10: 
CGCGTCCAAT TATCACTACA GTGGGCCCCA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 



32 
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(2) INFORMATION FORSEQ ID NO: 11: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA 

(iii) ANTI-SENSE: NO 



(vli) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: HRV89 P1-4/Pr-4* (Rg. 1) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 11: 

CGCGTCCAAT TGTTACAAAC GTCGGACCAT CTAGTATGTA TGTTCATGTA G 
51 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 1 14 base pairs 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

00 MOLECULE TYPE: cDNA 
OiO ANTI-SENSE: NO 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: pEx2A/21 (Fig. 4) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 12: 

ATACCCGGGC TCATCGCACT AATTTTAAAA TTGAGGATAG GAGTATTCAG 
ACAGCAATTG 60 

TGACGCGTCC AATTATCACT ACGGCCGGCC CGAGTGACAT GTATGTTCAT GTAG 
114 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 13: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 95 base pairs 

(B) TYPE: nudeic add 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

00 MOLECULE TYPE: dDNA 



OiO ANTI-SENSE: NO 
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(viO IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: 2A-1512AB (Rg. 6) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 13: 

?J^32Sftr TTATAGAAAT CTTCATCTTT TCAACTCTGA GATGCATGAA 
TCTATTTTGG 60 

TATCTTATTC ATCAGATCTA ATCATTTACC GAACA 95 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 14: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 108 base pairs 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

pi) MOLECULE TYPE: cDNA 
(iii) ANTI-SENSE: NO 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: 2A-1600AB (Rg. 6) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 14: 

AACACTGTAG GTGATGATTA CATTCCCTCT TGTGATTGTA CCCAAGCTAC 
GTATTATTGC 60 

AAACATAAA^ ATAGATACTT CCCAATTACA GTTACAAGCC ATGACTGG 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 67 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

CO MOLECULE TYPE: cDNA 
(III) ANTI-SENSE: NO 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: 2A-1728AB (Fig. 6) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 15: 

TATGAAATAC AGGAAAGTGA GTACTATCCC AAACACATAC AGTACAATTT 
GTTGATTGGT 60 

GAGGGCC 67 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 16: 
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(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 16 amino adds 

(B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

OD MOLECULE TYPE: peptide 

(iii) ANTI-SENSE: NO 

(vO ORIGINAL SOURCE: 

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: Peptide H (Fig. 7) 



(xD SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 16: 

Thr Arg Pro lie lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
15 10 15 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 15 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

(vO ORIGINAL SOURCE: 

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: Peptide A (Fig. 7) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 17: 

Arg Pro lie lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
1 5 10 15 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
(A) LENGTH: 14 amino adds 
(8) TYPE: amino add 
(D) TOPOLOGY: linear 

Oi) MOLECULE TYPE: peptide 

(vO ORIGINAL SOURCE: 

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: Peptide B (Fig. 7) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 18: 

Pro lie lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
1 5 10 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 19: 

0) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 13 amino adds 

(B) TYPE: amino add 



EP 0 602 687 A1 



(D) TOPOLOGY: linear 

(iO MOLECULE TYPE: pepUde 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: Pep^e C (Fig. 7) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 19: 

lie lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
1 5 10 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 12 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(10 MOLECULE TYPE: peptide 

(vl) ORIGINAL SOURCE: 

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: PepUde D (Fig. 7) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 20: 

He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
15 10 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 11 amino adds 

(B) TYPE: amino add 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

(vO ORIGINAL SOURCE: 

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: PepUde E (Fig. 7) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 21: 

Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
1 5 10 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 22: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 12 amino adds 

(B) TYPE: amino add 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: pepUde 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: PepUde G (Fig. 7) 
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(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO; 22: 

Pro lie He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr 
1 5 10 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 23: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 10 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

Cii) MOLECULE TYPE: peptide 

(vi) ORIGII^L SOURCE: 

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: Peptide I (Fig. 7) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 23: 

He lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met 
1 5 10 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 24: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 7 amino acids 

(B) TYPE: amino add 
(D) TOPOLOGY: linear 

00 MOLECULE TYPE: peptide 

(vO ORIGINAL SOURCE: 

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: Peptide J 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 24: 

He Thr Thr Ala Gly Pro Ser 
1 5 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 25: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 15 amino acids 

(B) TYPE: amino add 
(D) TOPOLOGY: linear 

(iO MOLECULE TYPE: peptide 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: Peptide F (Fig. 7) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 25: 

He Val Thr Arg Pro lie He Thr Thr Tyr Gly Pro Ser Asp Met 
15 10 15 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 26: 
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(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 16 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(It) MOLECULE TYPE: peptide 

(vO ORIGINAL SOURCE: 

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: Peptide K (Fig. 7) 



(xi*) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 26: 

Thr Arg Pro He lie Thr Thr Tyr Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
1 5 10 15 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 16 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: Polio 2A/I 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 27: 

Ser Thr Lys Asp Leu Thr Thr Tyr Gly Phe Gly Met Gin Asn Lys Ala 
15 10 15 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 28: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 16 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: Polio 2A/II (Fig. 7) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 28: 

Met Gin Lys Leu Leu Asp Thr Tyr Gly lie Asn Leu Pro Leu Val Thr 
1 5 10 15 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 29: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 199 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
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(D) TOPOLOGY: linear 

(iO MOLECULE TYPE: peptide 

(vD ORIGINAL SOURCE: 

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: HRV2 Protease 2A (Rg. 15) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 29: 

Asn Phe Lys He Glu Asp Arg Ser He Gin Thr Ala He Val Thr Arig 
1 5 10 15 

Pro lie lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His Val Gly 
20 25 30 

Asn Leu lie Tyr Arg Asn lie His fie Phe Asn Ser Glu Met His Glu 
35 40 45 

Ser He Leu Val Ser Tyr Ser Ser Asp Leu He He Tyr Arg Thr Asn 
50 55 60 

Thr Val Gly Asp Asp Tyr Leu Pro Ser Cys Asp Cys Thr Gin Ala Thr 
65 70 75 80 

Tyr Tyr Cys Lys His Lys Asn Arg Tyr Phe Pro He Thr Val Thr Ser 
85 90 95 

His Asp Trp Tyr Glu He Gin Glu Ser Glu Tyr Tyr Pro Lys His He 
100 105 110 

Gin Tyr Asn Leu Leu He Gly Glu Gly Pro Cys Glu Pro Gly Asp Cys 
115 120 125 

Gly Gly Lys Leu Leu Cys Lys His Gly Val He Gly He Val Thr Ala 
130 135 140 

Gly Gly Asp Asn His Val Ala Phe He Asp Leu Arg His Phe His Cys 
145 150 155 160 

Ala Glu Glu Gin Gly Val Thr Asp Tyr He His Met Leu Gly Glu Ala 
165 170 175 

Phe Gly Asn Gly Phe Val Asp Ser Val Lys Glu His lie His Ala He 
180 185 190 

Asn Pro Val Gly Asn He Ser 
195 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 30: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 67 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA 
(iiO ANTI-SENSE: NO 
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(viO IMMEDIATE SOURCE: 
(B) CLONE: Wri2 

(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 30: 

CTTGTGAACC AGGTGACTGT GGTGGAAAGT TGCTATGCAA ACATGGTGTC 
ATAGGTATAG 60 

TAACAGC 67 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 31: 

(I) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 66 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA 
(iii*) ANTI-SENSE: NO 

(vii) IMMEDIATE SOURCE: 
(B) CLONE: WT34 (Fig. 16) 

(xi*) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 31: 

TGGTGGTGAT AATCATGTGG CTTTTATTGA CCTTAGACAC TTCCATTGTG 
CTGAAGAACA 60 

ATGATA 66 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 32: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 67 base palfs 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

Oi) MOLECULE TYPE: cDNA 
(iii) HYPOTHETICAL- NO 
(iiO ANTI-SENSE: NO 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 
(B) CLONE: Cys106 to Ser 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 32: 

CTTGTGAACC AGGTGACTCT GGTGGAAAGT TGCTATGCAA ACATGGTGTC 
ATAGGTATAG 60 

TAACAGC 67 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 33: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 67 base pairs 

(B) TYPE: nudeic add 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cONA 
(HO HYPOTHETICAL: NO 
(iiO ANTI-SENSE: NO 



(vti) IMMEDIATE SOURCE: 
(B) CLONE: Cysl 12 to Ser 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 33; 

CTTGTGAACC AGGTGACTGT GGTGGAAAGT TGCTATCCAA ACATGGTGTC 
ATAGGTATAG 60 

TAACAGC 67 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 34: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 67 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

Oi) MOLECULE TYPE: cDNA 
(lii) HYPOTHETICAL: NO 
0ii) ANTI-SENSE: NO 



50 



(vil) IMMEDIATE SOURCE: 
(8) CLONE: His114to Gly 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 34: 

CTTGTGAACC AGGTGACTGT GGTGGAAAGT TGCTATGCAA AGGTGGTGTC 
ATAGGTATAG 60 

TAACAGC 67 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 35: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 26 base pairs 

(B) TYPE: nudeic add 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 
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00 MOLECULE TYPE: cDNA 
(iiO HYPOTHETICAL: NO 
(iiO ANTI-SENSE: NO 

(vii) IMMEDIATE SOURCE; 
(B) CLONE: wt 

(xf) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 35: 
CGCGTCCAAT TATCACTACA GCTGGC 26 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 36: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 26 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA 
(iiO HYPOTHETICAL: NO 
(iiO ANTI-SENSE: NO 

(viO IMMEDIATE SOURCE: 
(B) CLONE: P1 Ala to Thr 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 36: 
CGCGTCCAAT TATCACTACA ACGGGC 26 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 37: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA 
(iii) HYPOTHETICAL: NO 
(iii) ANTI-SENSE: NO 

(vii) IMMEDIATE SOURCE: 
(B) CLONE: Gly to Glu 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 37: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCGAACCGA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 38: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

00 MOLECULE TYPE: cDNA 
OiO HYPOTHETICAL: NO 
Ciii) ANTI-SENSE: NO 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: Gly to Lys (Fig. 20) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 38: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCAAACCGA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 39: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs , 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cONA 



(viO IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: Gly to Thr (Fig. 20) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 39: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCACCCCGA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 40: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

00 MOLECULE TYPE: cDNA 



(viO IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: Gly to Trp O^ig. 20) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 40: 
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CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCTGGCCGA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 41 : 

(0 SEQUENCE CHARACTCRISTICS- 

(A) LENGTH: 418 base pairs 

(B) TYPE: nudeic acid 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(iO MOLECULE TYPE: cDNA 



(viO IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: Gly to delta Gly (Fig. 20) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 41: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCCCGAGTG ACATGTATGT TCATGTAG 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 42: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS- 

(A) LENGTH: 48 base pairs 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA 



(viO IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: P2*: Pro to delta Pro (Fig. 21) 

(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 42: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCGGCAGTG ACATGTATGT TCATGTAG 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 43: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS- 

(A) LENGTH: 51 base pairs 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(10 MOLECULE TYPE: cDNA 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: P4': Asp to Thr (Rg. 21) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 43: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCGGCCCGA GTACCATGTA TGTTCATGTA G 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 44: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: double 
P) TOPOLOGY: linear 

(if) MOLECULE TYPE: cDNA 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: P9*: Va! to Asp (Fig. 21) 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 44: 

CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCGGCCCGA GTGACATGTA TGTTCATGAC G 
51 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 45: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs 
(8) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA 

(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: P9': Val to Thr (Fig. 21) 

(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 45: 

CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCGGCCCGA GTGACATGTA TGTTCATACC G 
51 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 46: 



(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs 

(B) TYPE: nudeic acid 

40 (C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA 

45 (viO IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: Poliovirus PV-S' (Fig. 22) 

(xl) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 46: 

50 CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCGGCTTCG GCCATCAGAA CAAAGCCGTA G 

51 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 47: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs 

(B) TYPE: nucleic ackJ 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

Oi) MOLECULE TYPE: cDNA 



(viO IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: Poliovirus PV-S', P4' His lo Met, P6 Asn to 
Tyr (Fig. 22) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 47: 
CGCGTCCAATTATCACTACG GCCGGCTTCG GTATGGAGTA TAAAGCCGTA G 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 48: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs 

(B) TYPE: nucleic aad 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDIMA 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: HRV14 PV-8\ P2* Leu to Pro (Fig. 22) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 48: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCGGCCCGG GCCCGCGTTA TGGCGGCGTA G 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 49: 

« SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 51 base pairs 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(iO MOLECULE TYPE: cDNA 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 
(B) CLONE: HRV1B P7-8 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 49: 
CGCGTGCCAG TATGAAAACG GTTGGTCCGA GTGACCTGTA TGTTCATGTA G 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 50: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 26 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEONESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(11) MOLECULE TYPE: cONA 



(viO IMMEDIATE SOURCE: 
(B) CLONE: wt (Rg. 23) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 50: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCTGGC 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 51: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 26 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEONESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

00 MOLECULE TYPE: cDNA 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: P2 Thrto Asn (Fig. 23) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 51: 
CGCGTCCAAT TATCACTAAC GCTGGC 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 52; 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 26 base pairs 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

00 MOLECULE TYPE: cDNA 



(viO IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: HRV89 P2-5 (Fig. 23) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 52: 

CGCGTCCAAC CGTTACTAAC GCTGGC 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 53: 

0) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
(A) LENGTH: 26 base pairs 
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CB) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

00 MOLECULE TYPE: cDNA 



(vli) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: HRV89 P1-5 (Rg. 23) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 53: 
CGCGTCCAAC CGTTACTAAC GTCGGC 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 54: 

(D SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 35 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: HRV89 P1-8 (Rg. 23) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 54: 
CGCGTCCAGA TGI I M lACC GTTACTAACG TCGGC 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 55: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 150 amino acids 

(B) TYPE: amino add 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: pejrtide 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: HRV2 2A mit VP1 Anteil (Fig. 28) 



(xj*) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 55: 

Thr Arg Pro lie He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
15 10 15 

Val Gly Asn Leu lie Tyr Arg Asn He His Leu Phe Asn Ser Giu Met 
20 25 30 

His Glu Ser lie Leu Val Ser Tyr Ser Ser Asp Leu lie lie Tyr Arn 
35 40 45 

Thr Asn Thr Val Gly Asp Asp Tyr lie Pro Ser Cys Asp Cys Tfir Gin 
50 55 60 
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Ala Thr Tyr Tyr Cys Lys His Lys Asn Aig Tyr Phe Pro lie Thr Va! 
65 70 75 80 

Thr Ser His Asp Trp Tyr Glu tie Gin Gfu Ser Glu Tyr Tyr Pro Lys 
85 90 95 

His He Gin Tyr Asn Leu Leu lie Gly Glu Gly Pro Cys Glu Pro Gfy 
100 105 110 

Asp Cys Gly Gly Lys Leu He Cys Lys His Gly Val He Gly lie Val 
115 120 125 

Thr Ala Gly Gly Asp Asn His Val Ala Phe lie Asp Leu Arg His Phe 
130 135 140 

His Cys Ala Glu Glu Gin 
145 150 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 56: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 153 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: HRV89 2A mil VPI-Anteil (Tig. 28) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 56: 

Thr Arg Pro Asp Val Phe Thr Val Thr Asn Val Gly Pro Ser Ser Met 
15 10 15 

Phe Val His Val Gly Asn Leu lie Tyr Arg Asn lie His Leu Phe Asn 
20 25 30 

Ser Asp Leu Asp Asp Ser lie Leu Val Ser Tyr Ser Ser Asp Leu lie 
35 40 45 

lie Tyr Arg Thr Asn Thr Glu Gly Asn Asp Val lie Pro Asn Cys Asp 
50 55 60 

Cys Thr Glu Cys Thr Tyr Tyr Cys His His Lys Asp Arg Tyr Phe Pro 
65 70 75 80 

Me Thr Val Thr Ala His Asp Trp Tyr Glu lie Gin Glu Ser Glu Tyr 
85 90 95 

Tyr Pro Lys His lie Gin Tyr Asn Leu Leu lie Gly Glu Gly Pro Cys 
100 105 110 

Glu Pro Gly Asp Cys Gly Gly Lys Leu lie Cys Lys His Gly Val lie 
115 120 125 

Gly Met lie Thr Ala Gly Gly Glu Gly His Val Ala Phe lie Asp Leu 
130 135 140 
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Arg Lys Phe Gin Cys Ala Glu Glu Gin 
145 150 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 57: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 66 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEONESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

Oi) MOLECULE TYPE: cDNA 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: C-Temiinus HRV89-2A (Oligonukleotid UK 
956/957) (Rg. 29a) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 57: 

CTGGAGGTGA AGGTCACGTT GCTTTTATTG ACCTG AG AAA ATTCCAGTGT 
GCTGAGGAGC 60 

AATAAA 66 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 58: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 57 base pairs 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STI^NDEDNESS: double 
P) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: Spaltstelle HRV89-2A (Oligonukleotid EBI 
2506/2498) (Fig. 29 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 58: 

CGCGTCCTGA TGI I I I lACC GTTACAAACG TCGGACCATC ATCGATGTTT GTACATG 
57 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 59: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 42 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEONESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

00 MOLECULE TYPE: cDNA 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 
(B) CLONE: wt (FJg. 29b) 
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(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 59: 
CGCGTCCTGA TGI III lACC GTTACAAACG TCGGACCATC AT 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 60: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 42 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acki 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA 



(viO IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: PI Val to Ala (Fig. 29b) 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 60; 
CGCGTCCTGA TGI I II lACC GTTACAAACG CTGGACCATC AT 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 61; 

0) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH; 33 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(10 MOLECULE TYPE: cDNA 



(viO IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE; HRV2 P1-5 (Fig. 29b) 



(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 61: 
CGCGTCCTAT TATCACTACA GCTGGACCAT CAT 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO; 62: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS; 

(A) LENGTH; 51 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

fii) MOLECULE TYPE: cDNA 
(iii) ANTI-SENSE: NO 



(viO IMMEDIATE SOURCE: 
(B) CLONE: wt (Fig. 20) 
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(xO SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 62: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCG6CCCGA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 63: 

(0 SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 26 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA 
(ill) HYPOTHETICAL: NO 
Oil) ANTI-SENSE: NO 



(vii) IMMEDIATE SOURCE: 
(B) CLONE: wt 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 63: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCTGGC 26 
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SEQUENZPROTOKOLL 



70 



30 



55 



(1) ALLGEMEINE INFORMA.TI0N : 



(i) ANMELiDER: 

(A) NAME: Boehringer Ingelheim International GmbH 

(B) STRASSE: Binger Str. 

(C) ORT: Ingelheim am Rhein (DB) 

(D) BUNDBSIiAND:Rheinland-Pfalz 

(E) IjAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 55216 

(G) TELEFON: 06132/77-2770 

(H) TELEFAX: 06132-774377 

(I) TELEX: 4187910 bi d 

^5 (ii) ANMELDETITEL: MODIFIZIERTE VP1/VP2 REGIONEN 

DBS RHINOVIRALBN SYSTEMS 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 63 

(iv) COMPUTER- LESBARE FORM: 
20 (A) DATENTRAEGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC kompatibel 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.25 (EPO) 

(v) GEGENWAERTIGE ANMELDEDATEN: 
25 ANMELDEmjMMER: EP 88121480.3 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAEN6E: 28 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 
(iii) GEGENSINN: nein 

(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 
(B) KLON: wt (Fig. 1) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
ATTATCACTA CAGCTGGCCC CAGTGACA 28^ 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

45 (i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiAENGE: 23 Basen 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

50 (ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 

(iii) GEGENSINN: nein 
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(vii) URSPRUENGLICHB HBRKONFT: 

(B) KliON: mutation ollgo EBI 936 (Fig. 1) 

5 (xi) SEQUENZBESCHRBIBUN6: SEQ ID NO: 2: 

GTGATGTATA COGGGGTCAC TGT 23 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LABNGE: 28 Basenpaare 

(B) ART: Nuldeinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOIiOGIE: linear 



75 



20 



(ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 
(iii) GEGENSINN: nein 



(vii) URSPRUENGLICHB HERKUNFT: 

(B) KLON: Ala 2U Tyr (Fig. 1) 



(xi) SEQUBNZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
ATTATCACTA CATATGGCCC CAGTGACA 26 
25 (2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

30 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 
(iii) GEGENSINN: nein 

35 (vii) URSPRUENGLICHB HERKUNFT: 

(B) KLON: wt (Fig. 1) 

(xi) SEQUBNZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
4Q CGCGTCCAAT TATCACTACA GCTGGCCCCA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 51 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 
^ (C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: CDNA 

(iii) GEGENSINN: nein 

50 

(vii) URSPRUENGLICHB HERKUNFT: 



65 
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(B) KliON: Ala zu Gin (Fig, 1) 



(xi) SBQUHNZBBSCHREIBUNG: SBQ ID NO: 5: 
CGCGTCCAAT TATCACTACA CAGGGCCCCA GTX3ACATGTA TGTTCATGTA G 
(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTBRISTIKA: 

(A) IiAENGB: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KliON: Ala zu He (Fig. 1) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBXJNG: SEQ ID NO: 6: 
CGCGTCCAAT TATCACTACA ATCGGCCCCA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHAIiAKTERISTIKA: 

(A) LAEN6E: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOIjOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 
(iii) GEGENSINN: nein 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: Ala zu Leu (Fig, 1) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
CGCGTCCAAT TATCACTACA CTGGGCCCCA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZ CHARAKTBRISTIKA: 

(A) liAENGE: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nxikleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 
(iii) GEGENSINN: nein 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: Ala zu Met (Fig. 1) 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SBQ ID NO: 8: 
CGCGTCCAAT TATCACTACA ATC3GGCCCCA GTGACATCTA TGTTCATCTA G 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUBNZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGPORM: doppel 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 
(iii) GEGENSINN: nein 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNPT: 

(B) KLON: Ala zu Phe (Fig. 1) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
CGCXJTCCAAT TATCACTACA TTCGGCCCCA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiAENGE: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGPORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: CDNA 
(iii) GEGENSINN: nein 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: Ala zu Val (Fig. 1) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
CGCGTCCAAT TATCACTACA GTGGGCCCCA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 51 Basenpaare 

( B ) ART : Nukl e insaeure 

(C) STRANGPORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 
(iii) GEGENSINN: nein 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: HRV89 P1-4/P1' -4' (Fig. 1) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
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10 



15 



20 



30 



35 



40 



45 



CX5CGTCCAAT TGTTACAAAC GTCGGACCAT CTAGTATGTA TGTTCATGTA G 51 
(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiAENGB: 114 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKOEIiS : cDNA 
(iii) GEGENSINN: nein 

(vii) URSPRUENGLICHB HERKUNPT: 

(B) KIiON: pBx2A/21 (Fig. 4) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
ATACCCGGGC TCATCGCACT AATTTfAAAA TTGAGGATAG GAGTATTCAG ACAGCAATTG 60 
TGACGCGTCC AATTATCACT ACX^GCCGGCC CGAGTGACAT GTATGTTCAT GTAG 114 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 95 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 
25 (C) STRANGFORM: doppel 

<D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS : cDNA 
(iii) GEGENSINN: nein 



50 



(vii) tJRSPRUENGLICHE HERKUNPT: 

(B) KliON: 2A-1512AB (Fig. 6) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
GTAACCTTAT TTATAGAAAT CTTCATCTTT TCAACTCTGA GATGCATGAA TCTATTTTGG 60 
TATCTTATTC ATCAGATCTA ATCATTTACC GAACA 95 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiAENGE: 108 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 
(iii) GEGENSINN: nein 

(vii) URSPRUENGLICHB HERKUNFT: 

(B) KLON: 2A-1600AB (Fig. 6) 
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(xi) SEQXJENZBBSCHREIBUNG; SEQ ID NO: 14: 
AACACTGTAG GOXSATGATTA CATTCCCTCT TGTGATTGTA CCCAAGCTAC GTATTATTCC 60 
AAACATAAAA AT7U3ATACTT CCCAATTACA GTTACAAGCC ATGACTGG 108 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) iiAENGE: 67 Basenpaare 

(B) ART: Nuldeinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOELS: cDNA 
^5 (iii) GEGENSINN: nein 

(vii) URSPRUENGLICHE HBRKUNFT: 

(B) KLON: 2A-1728AB (Pig. 6) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
TATGAAATAC AGGAAAGTGA GTACTATCCC AAACACATAC AGTACAATTT GTTCATTCGT 60 
GAGGGCC 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 16: 



20 



25 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiAENGB : 16 Aminosaeuren 

(B) ART: Tkminosaeure 
30 (C) STRANGFORM: einzel 

(D) TOPOLOGIB: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Pep t id 
(iii) GEGENSINN: nein 

35 



40 



(vi) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: Pep t id H (Fig. 7) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Thr Arg Pro He He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGB: 15 Aminosaeuren 

(B) ART: Aininosaeure 

(D) TOPOLOGIB: linear 
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(ii) ART DES MOLEKUELS: Peptid 

(vi) URSPRUENGLICHE HBRKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: Peptid A (Fig. 7) 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SBQ ID NO: 17: 

Arg Pro lie lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
^ 5 10 15 

(2) INFORMATION ZU SBQ ID NO: 18: 

(i) SEQUBNZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) liABNGE: 14 Aminosaeuren 

(B) ART: Aminosaeure 
(D) TOPOIiOGIE: linear 

{ii} ART DBS MOLEKOELS: Peptid 

(vi) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: Peptid B (Fig. 7) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

Pro lie lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
15 10 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) liAENGE: 13 Aminosaeuren 

(B) ART: Aminosaeure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUELS: Peptid 

(vi) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: Peptid C (Fig, 7) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

He He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
15 10 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUBNZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 12 Aminosaeuren 

( B ) ART : Ami nosaeure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS : Peptid 

(vi) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: Peptid D (Fig. 7) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
15 10 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
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(A) liAENGB: 11 Azninosaeuren 

( B ) ART : Aminosaeur e 
(D) TOPOIiOGIB: linear 

5 (ii) ART DBS MOLEKUELS: Pep t id 

(vi) URSPRUENGIiICHB HERKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: Pep t id E (Fig. 7) 

10 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 

Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
1 5 10 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 22: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiAENGE: 12 Aminosaeuren 
<B) ART: Aminosaeure 
(D) TOPOIOGIE: linear 

20 (ii) ART DBS MOLEKUELS : Pep t id 

(vi) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVIDUtJM ISOIiAT: Peptid G (Fig. 7) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 

Pro lie He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr 
1 5 10 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 23: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LT^ENGE: 10 Aminosaeuren 

(B) ART: Aminosaeure 

(D) TOPOIiOGIB: linear 



25 
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(ii) ART DBS MOLEKUELS: Peptid 

(vi) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: Peptid I (Fig. 7) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

He He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met 
15 10 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 24: 

45 (i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 7 Aminosaeuren 

(B) ART: Aminosaeure 

(D) TOPOLOGIE: linear 



50 



(ii) ART DES MOLEKUELS: Peptid 

(vi) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: Peptid J 
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(xi) SEQUENZBESCHRBIBUNG: SBQ ID NO: 24; 
lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser 

(2) INFORMATION ZU SBQ ID NO: 25: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiAENGE: 15 Amlnosaeuren 

(B) ART: Aminosaeure 
10 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUELS: Pep t id 

(vi) URSPRUBNGLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM rSOLAT: Peptid F (Fig. 7) 

75 

(xi) SEQUENZBESCHRBIBUNG: SBQ ID NO: 25: 

lie Val Thr Arg Pro lie lie Thr Thr Tyr Gly Pro Ser Asp Met 
15 10 15 

20 (2) INFORMATION ZU SBQ ID NO: 26: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiAENGE: 16 Aminosaeuren 

(B) ART: Aminosaeure 

(D) TOPOLOGIE: linear 

25 

(ii) ART DBS MOLEKUELS: Peptid 

(vi) URSPRUBNGLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: Peptid K (Fig. 7) 

(xi) SEQUENZBESCHRBIBUNG: SBQ ID NO: 26: 

Thr Arg Pro lie lie Thr Thr Tyr Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
1 5 10 15 

35 (2) INFORMATION ZU SBQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LABNGE: 16 Aminosaeuren 

(B) ART: Aminosaeure 

(D) TOPOLOGIE: linear 



40 



(ii) ART DES MOLEKUELS: Peptid 

(vi) URSPRUBNGLICHE HERKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: Polio 2A/I 



45 (xi) SEQUENZBESCHRBIBUNG: SBQ ID NO: 27: 



Ser Thr Lys Asp Leu Thr Thr Tyr Gly Phe Gly Met Gin Asn Lys Ala 
15 10 15 



QQ (2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 28: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
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(A) liAENGE: 16 Aminosaeuren 

(B) ART: Aminosaeure 
(D) TOPOIiOGIB: linear 

(ii) ART DBS MOLBKUELS: Pep t id 

(vi) URSPRUENGLICHE HBRKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM rSOLAT: Polio 2A/II (Pig, 7) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28: 

Met Gin Lys Leu Leii Asp Thr Tyr Gly lie Asn Leu Pro Leu Val Thr 
15 10 15 



) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 29: 

(i) SEQUBNZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 199 Aminosaeuren 

(B) ART: Aminosaeure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUBLS : Pep t id 

(vi) URSPRUENGLICHE HBRKUNFT: 

(C) INDIVIDUUM ISOLAT: HRV2 Protease 2A (Fig. 15) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 29: 

Asn Phe Lys He Glu Asp Arg Ser lie Gin Thr Ala He Val Thr Aro 

1 5 1ft ^ e- ^ 



15 



Pro He He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His Val Glv 
20 25 30 

Asn Leu He Tyr Arg Asn He His He Phe Asn Ser Glu Met His Glu 
35 40 45 

Ser He Leu Val Ser Tyr Ser Ser Asp Leu He He Tyr Arq Thr Asn 
50 55 60 

Thr Val Gly Asp Asp Tyr Leu Pro Ser Cys Asp Cys Thr Gin Ala Thr 

70 75 80 

Tyr Tyr Cys Lys His Lys Asn Arg Tyr Phe Pro He Thr Val Thr Ser 
85 90 95 

His Asp Trp Tyr Glu He Gin Glu Ser Glu Tyr Tyr Pro Lys His He 
100 105 110 

Gin Tyr Asn Leu Leu He Gly Glu Gly Pro Cys Glu Pro Gly Asp Cvs 
115 120 125 

Gly Gly Lys Leu Leu Cys Lys His Gly Val He Gly He Val Thr Ala 
130 135 140 

Gly Gly Asp Asn His Val Ala Phe He Asp Leu Arg His Phe His Cys 
145 150 155 160 

Ala Glu Glu Gin Gly Val Thr Asp Tyr He His Met Leu Gly Glu Ala 
iS5 170 
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Phe Gly Asn Gly Phe Val Asp Ser Val Lys Glu His lie His Ala lie 
180 185 190 

Asn Pro Val Gly Asn lie Ser 
195 

(2) INFORMATION ZU SEQ ZD NO: 30: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 67 Basen 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUBLS: cDNA 
(iii) GEGENSINN: nein 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 
(B) KLON: WT12 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 30: 
CTTGTCAACC AGGT6ACTGT GGTGGAAAGT TGCTATGCAA ACATGGTCTC ATAGGTATAG 
TAACAGC 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 31: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 66 Basen 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 
(iii) GEGENSINN: nein 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 
(B) KLON: WT34 (Fig, 16) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 31: 
TGGTGGTGAT AATCATGTGG CTTTTATTGA CCTTAGACAC TTCCATTGTC CTCAAGAACA 
ATGATA 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 32: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 67 Basen 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(iii) GEGENSINN: nein 

(vii) URSPRUENGLICHB HBRKUNFT: 
^ (B) KliON: Cysl06 zu Ser 

(xi) SEQUENZBBSCHREIBUNG: SEQ ID NO: 32: 
CTTGTGAACC AGGTGACTCT GGTGGAAAGT TGCTATGCAA ACATGGTX5TC ATAGGTATAG 60 
TAACAGC 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 33: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: G7 Basen 
<B} ART: Nukleinsaeure 

'5 (C) STRANGFORM: einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(li) ART DES MOLBKUEIjS: cDNA 

(iii) HYPOTHBTISCH: NEIN 

(iii) GEGENSINN: nein 

(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: Cysll2 zu Ser 

(xi) SEQUENZBBSCHREIBUNG: SEQ ID NO: 33: 
CTTGTGAACC AGGTGACTGT GGTGGAAAGT TGCTATGCAA ACATGGTGTC ATAGGTATAG 60 
TAACAGC g7 
(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 34: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) UVBNGE: 67 Basen 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 
(iii) HYPOTHBTISCH: NEIN 
^ (iii) GEGENSINN: nein 

(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 
(B) KLON: Hisll4 zu Gly 

45 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 34: 
CTTGTGAACC AGGTGACTGT GGTGGAAAGT TGCTATGCAA AGGTGGTGTC ATAGGTATAG 60 
TAACAGC 67 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 35: 
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(i) SEQUBN2 CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiABNGB: 26 Basen 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: einzel 
5 (D) TOPOLOGIB: linear 

(ii) ART DES MOLEKUBIiS: cDNA 

(iii) HYPOTHBTISCH: NBIN 

10 (iii) GEGENSINN: nein 



(vii) URSPRUENGLICHE HBRKUNFT: 
(B) KLON: wt 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 35: 
CGCGTCCAAT TATCACTACA GCTGGC 26 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 36: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGB: 26 Basen 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 
(iii) HYPOTHBTISCH: NEIN 
(iii) GEGENSINN: nein 



(vii) URSPRUENGLICHE HBRKUNFT: 
(B) KLON: PI Ala zu Thr 

35 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 36: 

CGCGTCCAAT TATCACTACA ACGGGC 26 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 37: 

40 (i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA; 

(A) IiAENGE: 51 Basen 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

45 (ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 

(iii) HYPOTHBTISCH: NEIN 
(iii) GEGENSINN: nein 



(vii) URSPRUENGLICHE HBRKUNFT: 
(B) KLON: Gly zu Glu 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 37: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCGAACOGA GTC3ACATCTA TGTTCATCTA G 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 38: 

(i) SEQUBN2 CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiAENGE: 51 Basen 

(B) ART: NiiJcleinsaeure 

(C) STRANGPORM: einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUELS : cDNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NBIN 
(iii) GEGENSINN: nein 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: Gly zu Lys (Fig. 20) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 38: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCAAACCGA GTGACATGTA TGTTCATCTA G 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 39: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGB: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUBLS: cDNA 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: Gly zu Thr (Pig. 20) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 39: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCACCCCGA GTGACATCTA TCTTCATCTA G 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 40: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiAENGE: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: Gly zu Trp (Pig. 20) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 40: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCTGGCCGA GTGACATCTA TCTTCATCTA G 
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(2) INFORMATION 2U SBQ ID NO: 41: 

(i) SSQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiAENGB: 48 Basenpaare 

(B) ART: Niildelnsaieure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 

(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: Gly zu delta Gly (Fig. 20) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 41; 
CXjCGTCCAAT TATCACTACG GCCCCX»AGTG ACATGTATGT TCATGTAG 48 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 42: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiAHNGB: 48 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 
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(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: P2 ' : Pro zu delta Pro (Fig. 21) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 42: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCGGCAGTG ACATGTATGT TCATGTAG 48 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 43: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nu)cleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 

(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: P4 ' : Asp zu Thr (Fig. 21) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 43: 
CGCGTCCAAT TATCACTTACrG GCCX3GCCCGA GTACCATGTA TGTTCATGTA G 51 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 44: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nulcleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 
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(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 

(vii) URSPRUBNGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: P9 ' : Val zu Asp (Pig. 21) 

(xi) SEQUBNZBESCHREIBUNG: SBQ ID NO: 44: 

CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCGGCCCGA GTGACATGTA TGTTCATXSAC G 51 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 45: 

(i) SBQUBNZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiAENGE: 51 Basenpaare 
^5 (B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 
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(vii) URSPRUBNGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: P9 ' : Val zu Thr (Pig. 21) 

(xi) SEQUBNZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 45: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCGGCCCGA GTGACATCTA TCTTCATACC G 51 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4€: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LABNGE: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 

(vii) URSPRUBNGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: Poliovirus PI' -8' (Fig. 22) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 46: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCGGCTTCG GCCATCAGAA CAAAGCCGTA G 51 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 47: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LABNGE: 51 Basenpaare 
^ (B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 

50 

(vii) URSPRUBNGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: Poliovirus PI' -8', P4' His zu Met, P6 Asn zu 
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Tyr (Pig. 22) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 47: 
CGCX5TCCAAT TATCACTACG GCCGGCTTCG GTATGGAGTA TAAAGCCGTA G 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 48: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LABNGE: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIB: linear 

(li) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNPT: 

(B) KLON: HRV14 PI' -8', P2' Leu zu Pro (Fig. 22) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 48: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCGGCCCGG GCCCGCGTTA TCGCGGCGTA G 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 49: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIB: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 
(B) KLON: HRVIB P7-8 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 49: 
CGCGTGCCAG TATGAAAACG GTTGGTCCGA GTGACCTGTA TGTTCATCTA G 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 50: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 2 6 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIB: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 
(B) KLON: wt (Fig. 23) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 50: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCTGGC 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 51: 

(i) SBQUENZ CHARAKTBRISTIKA: 

(A) LAEN6B: 26 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUEIiS : cDNA 



(vii) URSPRUENGIilCHB HERKUNFT: 

(B) KLON: P2 Thr 2U Asn (Fig. 23) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 51 
CXXX3TCCAAT TATCACTAAC GCTGGC 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 52: 

(i) SEQUENZ CHARAKTBRISTIKA: 

(A) liABNGB: 26 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUEIiS: cDNA 



(vii) URSPRUENGLICHB HERKUNFT: 

(B) KLON: HRV89 P2-5 (Fig. 23) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 52: 
CGCGTCCAAC CGTTACTAAC GCTGGC 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 53: 

(i) SEQUENZ CHARAKTBRISTIKA: 

(A) LAENGE: 26 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 



(vii) URSPRUENGLICHB HERKUNFT: 

(B) KLON: HRV89 Pl-5 (Fig. 23) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 53: 
CGCGTCCAAC CGTTACTAAC GTCGGC 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 54: 

(i) SEQUENZ CHARAKTBRISTIKA: 

(A) LAENGE: 35 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 



(vii) URSPRUENGLICHB HBRKUNPT: 

(B) KLON: HRV89 Pl-8 (Fig. 23) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 54: 
CGCGTCCAGA TGTTTTTACC GTTACTAACG TCGGC 35 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 55: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 150 Aminosaeuren 

(B) ART: Aminosaeure 
75 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Pep t id 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: HRV2 2A mit VPl Anteil (Fig. 28) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 55: 

Thr Arg Pro He He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val His 
1 5 10 15 

Val Gly Asn Leu He Tyr Arg Asn He His Leu Phe Asn Ser Glu Met 
20 25 30 

His Glu Ser He Leu Val Ser Tyr Ser Ser Asp Leu He He Tyr Arg 
35 40 45 

Thr Asn Thr Val Gly Asp Asp Tyr He Pro Ser Cys Asp Cys Thr Gin 
50 55 60 

Ala Thr Tyr Tyr Cys Lys His Lys Asn Arg Tyr Phe Pro He Thr Val 
65 70 75 80 

Thr Ser His Asp Trp Tyr Glu He Gin Glu Ser Glu Tyr Tyr Pro Lys 
85 90 95 

His He Gin Tyr Asn Leu Leu He Gly Glu Gly Pro Cys Glu Pro Gly 
iOO 105 110 

Asp Cys Gly Gly Lys Leu He Cys Lys His Gly Val He Gly He Val 
H5 120 125 

Thr Ala Gly Gly Asp Asn His Val Ala Phe He Asp Leu Arg His Phe 
130 135 140 

45 His Cys Ala Glu Glu Gin 

145 ISO 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 56: 

<i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
50 (A) LAENGE: 153 Aminosaeuren 

(B) ART: Aminosaeure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DBS MOLEKUELS: Pep t id 

(vii) URSPRUBNGLICHB HERKUNFT: 

(B) KliON: HRV89 2A mit VPl-Anteil (Fig. 28) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 56: 

Thr Arg Pro Asp Val Phe Thr Val Thr Asn Val Gly Pro Ser Ser Met 
1 5 10 15 

Phe Val His Val Gly Asn Leu He Tyr Arg Asn He His Leu Phe Asn 
20 25 30 

Ser Asp Leu Asp Asp Ser He Leu Val Ser Tyr Ser Ser Asp Leu He 
35 40 45 

He Tyr Arg Thr Asn Thr Glu Gly Asn Asp Val He Pro Asn Cys Asd 
50 55 60 

Cys Thr Glu Cys Thr Tyr Tyr Cys His His Lys Asp Arg Tyr Phe Pro 
65 70 75 80 

He Thr Val Thr Ala His Asp Trp Tyr Glu He Gin Glu Ser Glu Tyr 
85 90 95 

Tyr Pro Lys His He Gin Tyr Asn Leu Leu He Gly Glu Gly Pro Cys 
100 105 110 

Glu Pro Gly Asp Cys Gly Gly Lys Leu He Cys Lys His Gly Val He 
115 120 125 

Gly Met He Thr Ala Gly Gly Glu Gly His Val Ala Phe He Asp Leu 
130 135 140 

Arg Lys Phe Gin Cys Ala Glu Glu Gin 
145 150 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 57: 

(i) SEQUEN2 CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 66 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 

(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: C-Terminus HRV89-2A (Oligonukleotid UK 
956/957) (Fig. 29a) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 57: 
CTGGAGGTGA AGGTCACGTT GCTTTTATTG ACCTGAGAAA ATTCCAGTGT GCTX3AGGAGC 60 
AATATIA gg 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 58: 
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(i) SEQUENZ CHARAKTBRISTIKA: 

(A) liABNGE: 57 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOIiOGIB: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUBLS: cDNA 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: Spaltstelle HRV89-2A (Oligonukleotid EBI 
2506/2498} (Fig. 29 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO; 58; 
0GCX3TCCTGA TGTTTrrTACC GTTACAAAOG TCGGACCATC ATCGATCITT GTACATC 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 59: 

(i) SEQUENZ CHARAKTBRISTIKA: 

(A) LAENGE: 42 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUELS: cDNA 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 
(B) KLON: wt (Fig. 29b) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 59: 
CGCGTCCTGA TGTTTTTACC GTTACAAACG TCGGACCATC AT 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 60: 

(i) SEQUENZ CHARAKTBRISTIKA: 

(A) LABNGE: 42 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 



(vii) URSPRUENGLICHE HERKUNFT: 

(B) KLON: PI Val zu Ala (Fig. 29b) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO; 60: 
CGCGTCCTGA TGTTTTTACC GTTACAAACG CTGGACCATC AT 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 61: 

(i) SEQUENZ CHARAKTBRISTIKA: 

(A) LABNGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKUELS : cDNA 

(vii) URSPRUBNGLICHE HBRKUNFT: 

{B) KliON: HRV2 Pl-5 (Fig. 29b) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 61: 
CGCGTCCTAT TATCACTACA GCTGGACCAT CAT 33 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 62: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 
(iii) GEGENSINN: nein 

(vii) URSPRUBNGLICHE HERKUNFT: 
(B) KLON: wt (Fig. 20) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 62: 
CGCGTCCAAT TATCACTACG GCCGGCCCGA GTGACATGTA TGTTCATGTA G 51 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 63: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAENGE: 26 Basen 

(B) ART: Nukleinsaeure 

(C) STRANGFORM: einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 
(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 
(iii) GEGENSINN: nein 

(vii) URSPRUBNGLICHE HERKUNFT: 
(B) KLON: wt 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 63: 
^ CGCGTCCAAT TATCACTACG GCTGGC 26 
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PatentansprUche 

50 

1. Oligopeptid. dadurch gekennzeichnet, daB es von einem Oligonukleotid kodiert wird, daB fOr eine 
modifizierte VP1/P2A Region des rhinoviralen Systems kodiert. wobei die Modifikationen an der Spaltstelle 
Oder in der Spaltregion der Protease 2A vorliegen, zur Verwendung als Arzneimittel oder Prophylaktikum. 

2. Oligopeptid nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet. daB es die "cis"-Aktivitat beeinflusst. 
55 3. Oligopeptid nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, 

- das die Modifikationen fGr die Aminosauren Valin oder Isoleucin an der Pi -Stelle der Protease HRV2- 
2A kodieren. 
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- Oder daB die Modifikationen fOr Tip, Lys, Thr, Glu Oder AGly an der Pi '-Stelle der Protease HRV2-2A 
kodieren, 

- Oder dafi die Modifikationen fUr APro an der Pa'-Stelle oder fOr Asparaginsaure an der Pa '-Stella der 
Protease HRV2-2A kodieren, 

- Oder daB die Modifikationen fUr die Aminosauren V-T-N-V-G-P-S-S an der Pi -i/Pr-4 •-Stella der 
Protease HRV2-2A kodieren, 

- Oder daB die Modifikationen fUr die Aminosauren G-F-G-H-Q-N-K-A an der Pr-s'-Stelle der Protease 
HRV2-2A kodieren. 

- Oder daB die Modifikationen fUr die Aminosauren G-F-G-M-Q-Y-K-A an der Pi'-a' Stelle der Protease 
HRV2-2A kodieren. 

- Oder daB die Modifikationen fOr die Aminosauren G-P-G-P-R-Y-G-G an der Pr-s' Stelle der Protease 
HRV2-2A kodieren, 

- Oder daB die Modifikationen fUr die AminosSuren R-A-S-M-K-T-V-G-P-S-D-L-Y-V-H an der Pj-s* Stelle 
der Protease HRV2-2A kodieren. 

- Oder daB die Modifikation fQr die Aminosaure Asparagin an der P2 Stelle der Protease HRV2-2A 
kodiert, 

- Oder daB die Modifikationen fGr die Aminosauren T-V-T-N-A an der Pi -5 Stelle der Protease NRV2-2A 
kodieren, 

- Oder daB die Modifikationen fOr die Aminosauren T-V-T-N-V an der Pi -5 Stelle der Protease NRV2-2A 
kodieren, 

- Oder daB die Modifikationen fQr die Aminosauren D-V-F-T-V-T-N-V an der Pi -s Stelle der Protease 
HRV2-2A kodieren. 

5. Oligopeptid nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, daB die Modifikationen fUr die Aminosaure Alanin 
an der Pi Stelle der Protease HRV89-2A oder fQr die Aminosauren A-T-T-l-l an der Pi -5 Stelle der 
Protease HRV89-2A kodieren. 

6. Oligopeptid, dadurch gekennzeichnet, daB es von der Protease 2A in trans gespalten wird und nicht der 
AminosMuresequenz der nativen VP1/P2A Spaltregion entspricht. 

7. Oligopeptid nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet, dafi es zumindest fQnf Aminosauren der C- 
terminalen Region von VP1 und acht Aminosauren vom N-Terminus der Protease HRV2-2A oder jeweils 
sechs Aminosauren aus diesen Regionen aufweisen. 

8. Oligopeptid nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Peptid mit der Aminosauresequenz I- 
V-T-R-P-l-l-T-T-Y-G-P-S-D-M oder ein Peptid mit der Aminosauresequenz T-R-P-l-l-T-T-Y-G-P-S-D-M-Y-V-H 
ist. 

9. Verwendung der Oligopeptide wie definiert in einem der Anspruche 1-8 zur Herstellung von Arzneimitteln. 
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SEQ ID 

I iTTAGPSD 
Nr. 1 "t: attatcactacagctggccccagtgaca 

taatagtgatgtcgaccggggtcactgt 

Nr. 2 Mutationsoligo EBI 9 3 6: FlG.1. 

3' gtgatgtATAccggggtcactgt 5' 

Y 

Mr- ^ Ala— >Tvr- attatcactacaTATggccccagtgaca 
Nr. 3 Ala >Tyr. taatagtgatgtATAccggggtcactgt 

Ala-->Gln: ^ 

Ala~>Ile: ^ 

Ala — >Leu: ^ 
Ala-->Met: ^ 



Ala — >Phe; 



Ala— >Val: ^ 
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FIG. 2 A. 



yc ^ ^ r- *- 

O Cl>-J0lOOI- 

50 — -^^^^i^^^^^^B-^-AS 
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FIG. 2B. 





C Vi 



m 

48- ^ 

36- ^i: 
26- ^ 



6 
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«r «f Wt' -'•^ 



EP 0 602 687 A1 





EP 0 602 687 A1 



SEQ ID 



FIG. U 



ACC I 



2A-1512AB: F I G. 6 • 

Nr. 13 _Bfl]_Il ^^^^ 

ttattcatcagatCtaatcatttaccgaaca** 
aataagtagtctaGattagtaaatggcttgtttgtga 



2A-1600AB: snaB I 

NJ^- ataaaaatagatacttcccaattacagttacaagccatgactgg 
tat t ttt atct atgaagggtt aatgtcaatgttcggt ai 1 1 1 f f 

2A-1728AB: 

Nr. 15 

, Apa 1 
gtgagggcc 
cactc 
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FIG. 5 



1 2 3 
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F I G. 7. 

SEQ ID 

a.) native HRV2-Peptidsubstrate mit unterschiedlicher Lange: 



R-P 


-I 


- I -T-T-A-G-P-S-D-M-y-V-H 


+ 


Peptid 


H • 


. Hr. 


16 


R-P 


-I 


-I -T-T-A-G-P-S-D-M-Y-V-H 


+ 


Peptid 


A 


Nr. 


17 


P 


-I 


-I-T-T-A-G-P-S-D-M-Y-V-H 




Peptid 


B 


Nr. 


18 




I 


-I -T-T-A-G-P-S-D-M-Y-V-H 


+/- 


Peptid 


C 


Nr, 


19 






I-T-T-A-G-P-S-D-M-Y-V-H 




Peptid 


D 


Nr. 


20 






T-T-A-G-P-S-D-M-Y-V-H 




Peptid 


E 


Nr. 


21 


P 


-I 


-I-T-T-A-G-P-S-D-M-Y 


+ /- 


Peptid 


G 


Nr. 


22 




I 


- I -T-T-A-G-P-S-D-M 




Peptid 


I 


Nr. 


23 






I-T-T-A-G-P-S 




Peptid 


J 


Nr. 


24 



b. ) HR\/2-Peptidsubstrate mit Poliospaltsignal: 

I«V-T-R-P-I-I-T-T-Y-G-P-S-D-M + Peptid F Hr. 25 

T-R-P-I-I-T-T-Y-G-P-S-D-M-Y-V-H + Peptid K Nr. 26 

c. ) native Polio-Peptidsubstrate: 

S-T-K-D-L-T-T-y-G-F-G-M-Q-N-K-A - Polio 2A/I Nr. 27 

M-Q-K-L-L-D-T-Y-G-I-N-L-P-L-V-T - Polio 2A/II Nr. 29 
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FIG. 9. 




EP 0 602 687 A1 



F1G.10. 
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FIG. 11 
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tJZ fi .1 . — , ' " ' • 



j L_lL! 107 
L! 719 



512 



( pUC9 1 

Linearisiert 
mit BamHI/PstI 



Ligation mit 
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Verdau mit I AccI und Hind HI 




719 

^107 Ligation mit 

^ ~^ 521 

H Accl/Hindm 

Verdau i mit / t- o/^ 

EcoRll undHindin T pExS/^c H 

■ 1 ^ — — '^^'^ 




719 107 521 



Linearisiert mit 
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18521 
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FIG. U. 
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FIG. 15. 

HRV2 Protease 2A (SEQ ID Nr. 29) 



VP ^ 



2A Spaltstelle 
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142 
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Fl G. 17A. 



anti HRV2 



CO C/> Q 00 C3 
A A 



CD <\J 
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FIG. 17 B 



anti PC20 
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FIG. 18. 



Coomassie Blue 
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SEQ ID 



Nr. 35 



wt : 



RPI ITTAG 
cgcgtccaattatcactacagctggc 

aggttaatagtgatgtcgaccgggct 



Ala — >Thr: 

T 

cgcgtccaattatcactacaACGggc 
Nr. 36 aggttaatagtgatgtTGCccgggct 



FIG. 19. 
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SEQ ID 



wt; 



RPI iTTAGPSDMYVHV 
g2 cgcgtccaattatcactacggccggcccgagtgacatgtatgttcatgtag 
• aggttaatagtgatgccggccgggctcactgtacatacaagtacatccattg 

Gly — >Glu: 

E 

cgcgtccaattatcactacggccGAAccgagtgacatgtatgttcatgtag 
Nr. 37 aggttaatagtgatgccggCTTggctcactgtacatacaagtacatccattg 

Gly — >Lys : 

K 

cgcgtccaattatcactacggccAAAccgagtgacatgtatgttcatgtag 
Nr. 38 aggttaatagtgatgccggTTTggctcactgtacatacaagtacatccattg 

Gly — >Thr: 

T 

cgcgtccaattatcactacggccACCccgagtgacatgtatgttcatgtag 
Nr. 39 aggttaatagtgatgccggTGGggctcactgtacatacaagtacatccattg 

Gly — >Trp: 

W 

cgcgtccaattatcactacggccTGGccgagtgacatgtatgttcatgtag 
Nr. 40 aggttaatagtgatgccggACCggctcactgtacatacaagtacatccattg 



Gly — > aGly: 



Nr. 41 



cgcgtccaattatcactacggcc. . .ccg'agtgacatgtatgttcatgtag 

aggttaatagtgatgccgg. . .ggctcactgtacatacaagtacatccattg 



FIG. 20. 
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SEQ ID 



wt : 



RPI ITTAGPSDMYVHV 
g2 cgcgtccaattatcactacggccggcccgagtgacatgtatgttcatgtag 

aggttaatagtgatgccggccgggctcactgtacatacaagtacatccattg 



Pro — > APro: 



cgcgtccaattatcactacggccggc. . . agtgacatgtatgttcatgtag 
Nr • 42 aggttaatagtgatgccggccg tcactgtacatacaagtacatccattg 



Asp — >Thr: 

T 

cgcgtccaattatcactacggccggcccgagtACCatgtatgttcatgtag 
Nr . 43 aggttaatagtgatgccggccgggctcaTGGtacatacaagtacatccattg 

Val — >Asp: 

D 

cgcgtccaattatcactacggccggcccgagtgacatgtatgttcatGACg 

• aggttaatagtgatgccggccgggctcactgtacatacaagtaCTGccattg 

val — >Thr: 

T 

cgcgtccaattatcactacggccggcccgagtgacatgtatgttcatACCg 

• aggttaatagtgatgccggccgggctcactgtacatacaagtaTGGccattg 



FIG.21. 
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SEQ ID 



wt: 



RPI ITTAGPSDMYVHV 
Nr. 62 cgcgtccaattatcactacggccggcccgagtgacatgtatgttcatgtag 

aggttaatagtgatgccggccgggctcactgtacatacaagtacatccattg 



Poliovirus Pj^'.g' 



Nr. 4 6 



RPI ITTAGFGHQNKAV 

c g c g t cc a a 1 1 a t c a c t ac g gcc g g cTTCGGCCATCAGAACAAAGCCg t ag 

aggttaatagtgatgccggccgAAGCCGGTAGTCTAGTTTCGGcatccattg 



Poliovirus P^ • ,P^ • His — >Met, Pg Asn — >Tyr: 

RPI ITTAGFGtJQXKAV 
Nr . 47 cgcgtccaattatcactacggccggcTTCGGTATGGAGTATAAAGCCgtag 

agg 1 1 a a t a g t g a t g cc g g c eg AAGCCATACCTCATATTTCGGc a t cca 1 1 g 

HRV14 Px*-8*'^2' — >Pro: 

RPI I TTAG_PGPRYGGV 
cgcgtccaattatcactacggccggcccgGGCCCGCGTTATGGCGGCgtag 

aggttaatagtgatgccggccgggcCCGGGCGCAATACCGCCGcatccattg 



Nr. 48 



HRVIB P7.g* : 

RASMKTVGPSDLYVHV 
Nr . 49 cgcgtGCCAGTATGAAAACGGTTGGTCCGAGTGACCTGtatgttcatgtag 

aCGGTCATACTTTTGCCAACCAGGCTCACTGGAC atacaagtacatccattg 



FIG.22. 
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SEQ ID 



Nr, 63 



wt: 



RPI ITTAG 
cgcgtccaattatcactacggctggc 

aggttaatagtgatgccgaccgggct 



Nr. 51 



Thr 



oAsn: 



N 

cgcgtccaattatcactAACgctggc 

aggttaatagtgaTTGcgaccgggct 



Nr, 52 



HRV89 



TV N 
cgcgtccaACCGTTactAACgctggc 

aggtTGGCAAtgaXTGcgaccgggct 



Nr. 53 



HRV89 ^2.-5' 



TV N V 

cgcgtccaACCGTTactAACGTCggc 

aggtXGGCAAtgaTTGCAGccgggct 



Nr. 54 



HRV89 Pj^.g: 



D V F T V N V 

cgcgtccaGATGTTTTTACCGTTactAACGTCggc 

agg tCTACAAAAATGGCAAtgaTTGCAGccgggct 



FIG. 23. 
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FIG. 2U. 
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P.x P2'P Ri'D Pg'v 

EKTWA A TT D 




100 100 100 100100100 5 5 30 % ungespalten 



B 




FIG. 25. 
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A 



VARIANTE 


SEQUENZ 


%UNGESPALTEN 
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G 
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F 
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100 
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A 
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3 
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R Y G 


G 


100 


4 
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H V 


30 




FIG. 26. 
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A 



VARIANTE 


SEQUENZ 


%UNGESPALTEN 




I V T R P . . . I I 


TTA CPSDMYV 




1 




N 


14 


2 


T V 


N 


33 


3 
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66 


4 
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78 


5 
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64 
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FIG. 27. 
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SEQ ID 



Nr. 55 2 
Nr, 56 89 



VPl V 
trp iittagpsdmyvhvgnli 

DVFTV NV. - S F 



yrnihlfnsemhesilvsyss 
D L D D 



dliiyi^tntvg 

E 



ddyipscdctqatyyc 



khknryfpitvtshdw 



N V N 



E C 



yeiqeseyyp 



khiqynlligegpcepgdcggk 



fidlrhfhcaeeq 



lickhgvigivtaggdnhva 

MI EG K Q 



FIG. 28. 
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SEQ ID 



Nr^ 57 



C-Terminus von HRV89-2A (OUgonukleotide UK 956/957): 



Pvu II Hind HI 

GGEGHVAFIDLRKFQCAEEO* 
ctggaggtgaaggtcacgttgcttttattgacctgagaaaattccagtgtgctgaggagcaataaa 
gacctccacttccagtgcaacgaaaataactggactcttttaaggtcacacgactcctcgttattttcga 



B. 

Spaltstdle von HRV89-2A (Oligomikleotide EBI 2506/2498) 

Mlu I Cla I Nsp (7524) I 

RPDVFTVTNVGPSSMFVH 
cgcgtcctgatgtttttaccgttacaaacgtcggaccatcatcgatgtttgtacatg 
aggactacaaaaatggcaatgtttgcagcctggtagtagctacaaacat 



FIG. 29a. 



EP 0 602 687 A1 



SEQ ID 



Nr- 59 



c. 

Mutationen in der Spaltstelle von pEx2A/S89/89. 

wt: 

RPDVFTVTNVGPS 
cgcgtcctgatgtttttaccgttacaaacgtcggaccatcat 
aggactacaaaaatggcaatgtttgcagcctggtagtagc 



Val — >Ala: 

A 

Nr . 60 cgcgtcctgatgtttttaccgttacaaacGCTggaccatcat 

aggactacaaaaatggcaatgtttgCGAcctggtagtagc 



HRV2 

I I T T A 

• cgcgtcct ATTATCACTACAGCTggaccatcat 

agga TAATAGTGATGTCCAcc tgg t ag t age 



FIG. 29b. 
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A 
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